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A multirresistência aos antibióticos é actualmente uma questão de enorme 
relevância clínica, que coloca sérias limitações em t r os de opções terapêuticas. 
Este problema tem ganho particular visibilidade em Enterobacteríaceas, assistindo-
se a um aumento de infecções por estirpes de Escherichia coli multirresistentes. 
Com este trabalho pretendem-se estudar os mecanismos fisi lógicos de 
resistência aos antibióticos em E. coli, com particular ênfase na detecção e 
quantificação da componente de efluxo nesta resistência.  
Foram estudadas 8 estirpes clínicas de E. coli multirresistentes, isoladas no 
serviço de Patologia Clínica do Hospital dos SAMS, de pacientes internados neste 
hospital entre o último semestre de 2007 e o primeiro semestre de 2008. A presença 
de actividade de bombas de efluxo nestas estirpes foi avaliada por:  
(1)  Determinação de concentrações mínimas inibitóras para a ciprofloxacina, 
trimetoprim e gentamicina na presença/ausência de inibidores de bombas de 
efluxo (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone, phenylalanyl arginyl-β-
naphthylamide, verapamil,  tioridazina e clorpromazin );  
(2) Detecção da possível sobre-expressão de bombas de efluxo por aumento da 
extrusão de brometo de etídeo, um substrato de bombas de efluxo, por métodos 
qualitativos em placa e quantitativos por fluorimetria em tempo real, utilizando um 
termociclador em tempo real (Rotor-Gene 3000TM da Corbett).  
(3) Quantificação relativa dos níveis de expressão de mRNA (qRT-PCR) dos genes 
acrA, acrB, acrE, acrF, marA, yhiV e emrB, codificantes e reguladores de bombas 
de efluxo relacionadas com a resistência aos antibióticos em E. coli.  
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Das 8 estirpes de E. coli testadas, 4 demonstraram possuir um efluxo aumentado de 
brometo de etídeo, que é fortemente inibido pelos inibidores de bombas de efluxo 
testados, tendo-se verificado concomitante reversão/redução da resistência aos 
antibióticos nestas estirpes quando na presença de inibidores de bombas de efluxo. A 
análise por qRT-PCR das 2 estirpes com maior actividade de efluxo, foi possível 
verificar a sobre-expressão dos genes codificantes para as bombas de efluxo estudados, 
destacando-se a sobre-expressão (50x aumentado) do principal sistema de efluxo em E.
coli, o sistema acrAB, numa das estirpes altamente resistente aos antibióticos. 
Igualmente foi possível caracterizar uma estirpe clínica de E.coli multirresistente com 
actividade de efluxo aumentada devido à sobre expressão do sistema AcrEF.  
Verificou-se que a sobre-expressão de bombas de efluxo é uma realidade nas 
estirpes clínicas de E. coli, contribuindo significativamente para a multirresistência aos 
antibióticos. A utilização de técnicas simples e rápidas com recurso a substratos 
fluorescentes, poderá contribuir para detectar precocemente a resistência aos 
antibióticos por sobre-expressão de bombas de efluxo. No futuro, o uso de inibidores de 
bombas de efluxo como compostos adjuvantes da terapêutica poderá vir a constituir 















The multidrug resistance to antibiotics is in nowadays an important issue with 
clinical significance, and that brings restrictions to therapeutic options. This problem 
has gained visibility mostly in Enterobactereaceae, with an increase in Escherichia 
coli (E. coli) multidrug resistant infections.  
The aim of this work is to study physiologic mechanisms of antibiotic resistance 
in E. coli, with particular emphasis in the detection and quantification of efflux 
component in bacterial resistance. 
We have studied 8 multidrug resistant E. coli strains, isolated in the Clinical 
Pathology Laboratory of SAMS Hospital, Lisbon from hospitalized patients between 
the last semester of 2007 and the first semester of 2008. The presence of efflux 
pumps activity in these strains was evaluated with different methods:  
(1) Determination of the Minimum inhibitory concentration (MICs) for 
ciprofloxacin, gentamicin, trimethoprim in the presence/absence of  efflux pump 
inhibitors (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone, phenylalanyl arginyl-β-
naphthylamide, verapamil, thioridazine e chlorpromazine); 
(2) Detection of the efflux pumps over expression due to an increase in expulsion of 
ethidium bromide, that is an efflux pump substrate, with qualitative (solid medium 
plates) and quantitative methods (real time fluorimetry, with the use of the Rotor-
Gene 3000TM Corbett  termocycler). 
(3) Relative quantification of mRNAs (qRT-PCR) of  acrA, acrB, acrE, acrF, marA, 
yhiV e emrB efflux pumps encoded genes in E. coli. 
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From the 8 strains of E. coli studied, 4 showed increased ethidium bromide efflux, 
and we were able to observe reversion/reduction of their antibiotic resistance when in 
presence of efflux pump inhibitors. The qRT-PCR analysis of the two strains that 
showed the most active efflux activity revealed the ov r expression of their efflux-pump 
genes, with particular importance on the most important efflux system of E. coli, the 
AcrAB efflux system (50x increased). It was also demonstrated and characterized a 
clinical E. coli MDR strain with its MDR phenotype associated with the over-
expression and increased activity of the AcrEF system.  
The methods used in this work allowed the detection of the increase efflux activity 
in multidrug resistant E. coli clinical strains and this increased activity was correlated 
with the over expression of their efflux-pump systems, with direct relation to their 
multidrug resistance. Therefore, over expression of efflux pump is a fact in E. coli 
clinical strains and this has direct implications in their multidrug resistance. The 
application of simple and fast techniques might contribute to early detect antibiotic 
resistance due to efflux pumps over expression in clinical strains. In the future, the 
application of efflux pump inhibitors as helper compounds in antibiotherapy might be a 


































“Antimicrobial resistance will always be with us. The challenge before us 
is to transform this increasingly urgent threat into a manageable problem.” 
J. Todd Weber 
                 National Center for Infectious Disea s, Center for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, USA 






1. A importância do fenómeno da infecção associada aos cuidados 
de saúde e a emergência da multirresistência aos antibióticos 
 
A infecção associada aos cuidados de saúde (IACS) é definida como sendo uma 
infecção adquirida pelos doentes em consequência dos cuidados e procedimentos de 
saúde prestados, e que também pode afectar os profissionais de saúde durante o 
exercício da sua actividade (DGS, 2007). Previamente a esta definição, estas infecções 
eram também designadas como infecções nosocomiais, embora este conceito não fosse 
abrangente, pois excluía as infecções adquiridas em ambulatório. Desta forma tornou-se 
fundamental, definir este problema de forma mais alarg da, permitindo uma articulação 
entre todas as unidades prestadoras de cuidados de saú , com a finalidade de reduzir o 
risco de infecção cruzada. 
A preocupação com as infecções adquiridas em meio hospitalar surgiu com os 
trabalhos pioneiros de Semmelweiss, Lister e Nightin ale, nos quais se estabeleceram 
os primeiros esboços da prevenção e controlo da infecção hospitalar, numa era em que 
os hospitais exerciam uma vertente mais humanitária que científica (DGS, 2007).  
Em Portugal, a infecção hospitalar foi abordada pela rimeira vez em 1930, pela 
Direcção-Geral da Saúde e em 1979 pela Direcção-Geral dos Hospitais. Em 1993, a 
Direcção-Geral dos Hospitais, difundiu a necessidade da institucionalização de 
comissões de controlo da infecção nos hospitais. Foram desenvolvidos sectores 
orientadores para minimizar o risco e controlar a infecção nos hospitais, como foi o caso 
da criação de Comissões de Controlo da Infecção (CCI) nas unidades de saúde públicas 
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ou privadas, integradas na rede nacional de prestação de cuidados de saúde. 
Posteriormente, a Direcção-Geral da Saúde em 1999, instituiu o Programa Nacional de 
Controlo da Infecção (PNCI), com o objectivo de dar a conhecer a dimensão do 
problema e promover as medidas necessárias para a prevenção da infecção, através da 
identificação e modificação das práticas de risco (DGS, 2007). 
A IACS, não sendo um problema novo, assume cada vez maior importância em 
Portugal e no mundo. À medida que a esperança de vida aumenta e que dispomos de 
tecnologias cada vez mais avançadas e invasivas, bem como de terapêuticas antibióticas 
agressivas e ainda a terapêutica imunossupressora, aumenta também o risco de infecção, 
quer em unidades de cuidados intensivos quer em outras nidades hospitalares. Estudos 
internacionais revelam que cerca de um terço das infecções adquiridas no decurso da 
prestação de cuidados são seguramente evitáveis (OMS). De acordo com a Organização 
Mundial de Saúde (OMS), um em cada quatro doentes irnados numa Unidade de 
Cuidados Intensivos (UCI) tem um risco acrescido de a quirir uma IACS, sabendo-se 
ainda, que esta estimativa pode duplicar nos países menos desenvolvidos (DGS, 2007).  
Por todos os aspectos acima referidos, a IACS pode resultar em gastos elevados na 
saúde, pelo aumento da taxa de ocupação em unidades de aúde, aumento da 
morbilidade e mortalidade e ainda um decréscimo na qualidade de vida dos indivíduos, 
sendo um problema de saúde pública (DGS, 2007).  
O uso alargado e muitas vezes indiscriminado de antibióticos desde o aparecimento 
em 1940 da penicilina tem conduzido ao aparecimento de infecções graves e que 
colocam em risco a vida humana, devido ao fenómeno da multirresistência. O termo 
antibiótico refere-se originalmente a compostos naturais produzidos por fungos ou 
outros microrganismos que são responsáveis por eliminar bactérias, tendo sido 
introduzido em 1942 por Waksman (Waksman, S.A.,Tishler, M.,1942). Alguns 
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antibióticos podem ser compostos sintéticos que também podem matar ou inibir o 
crescimentodemicrorganismos (www.cdc.gov). Os antibióticos podem actuar de duas 
formas distintas: por efeito bacteriostático (ao impedir as bactérias de se dividirem, 
como o caso do cloranfenicol) e por efeito bactericida (agentes que eliminam as 
bactérias, como a penicilina) (Yoneyama & Katsumata, 2006). 
A resistência aos antibióticos é definida como a capa idade da bactéria de se manter 
viável permanente ou temporariamente, sob condições qu  destroem ou inibem o 
crescimento da maioria dos membros da população, isto é, quando a população não é 
susceptível à concentração do antibiótico que é usado n  prática clínica, impedindo a 
sua eliminação total (Cloete, 2003). 
Como definição de multirresistência (multidrug resistance-MDR) entende-se a 
resistência a duas ou mais classes de antibióticos com estrutura diferente entre si 
(Mahamoud, Chevalier, Alibert-Franco; Kern, Pàges, 2007). A multirresistência não 
consegue ser corrigida facilmente uma vez instalada, pois existem vários mecanismos 
de resistência que, uma vez estabelecidos, não permitem a sua reversão, mesmo com a 
redução ou abolição do uso de determinado antibiótico, pois o fenótipo de resistência é 
estabilizado ao longo do tempo (Barbosa & Levy, 2000).  
Porque este fenómeno se encontra actualmente em fas exponencial em unidades de 
cuidados de saúde, é premente que se tente desenvolver mecanismos de controlo do uso 
de antibióticos, como guias de utilização e manuais de boas práticas, assim como 
manter a vigilância epidemiológica nos diferentes locais onde o seu uso é frequente 
(Tabela I.1). Os programas de vigilância epidemiológica devem ser centrados em cada 
instituição e depois comparados com outras instituições, isto porque, cada instituição 
tem as suas próprias características no que diz respeito aos microrganismos mais 
frequentes e políticas de uso dos antibióticos (Barbosa & Levy, 2000). 




No sentido de limitar o seu abuso, os antibióticos têm vindo a ser de declaração 
obrigatória em termos de prescrição, tendo que ser bem fundamentada a escolha de um 
em detrimento de outros, sendo frequente o aparecimento de novas estirpes resistentes, 
imediatamente após a introdução de novos antibióticos (Barbosa & Levy, 2000; Jones t 
al, 2004). 
 
Medidas de controlo da resistência aos antibióticos 
Prescrição apropriada do antibiótico: 
- Utilização de guidelines para a administração dos antibióticos 
- Terapêutica combinada 
- Rotação de antibióticos 
- Antibióticos restritamente seleccionados  
Programas de vigilância epidemiológica: 
- Detecção de novos padrões de resistência 
- Detecção rápida de microrganismos resistentes 
Controlo da infecção: 
- Isolamento de doentes e uso de barreiras de protecção em doentes 
infectados/colonizados com microrganismos resistentes. 
Educação dos profissionais de saúde 
Monitorização computorizada e feedback administrativo na prescrição dos 
antibióticos 
Ênfase numa abordagem multidisciplinar para controlar a infecção 
Revisão das políticas hospitalares e acreditações por comissões externas 
Tabela I.1 - Medidas de controlo da resistência aos antimicrobianos. Adaptada: Karam & 
Heffner, 2000.  




A multirresistência emerge sobretudo nos casos de doentes sob antibioterapia 
prolongada, como por exemplo, um doente com infecções urinárias de repetição sujeito 
a antibioterapia repetida ao longo do tempo. Muitas vezes estes doentes não sabem 
especificar a antibioterapia prévia, ou esta não consta nos registos clínicos, e ao ser 
internado devido a uma infecção sistémica grave, como uma septicémia de ponto de 
partida urinário, será tratado empiricamente com antibióticos muitas vezes de largo 
espectro, sem antes ter sido identificado o organismo e o seu perfil de resistência aos 
fármacos, o que conduz à eliminação da flora susceptível comensal. Esta situação pode 
conduzir a outras co-infecções por microrganismos patogénicos ou por microrganismos 
habitualmente comensais, cujo número de efectivos tenha aumentado por pressão 
selectiva do antibiótico, pois normalmente nas UCIs, os doentes tornam-se 
imunossuprimidos devido a factores como a malnutrição e a necessidade de usar 
dispositivos invasivos para administração de terapêutica/monitorização/ventilação.  
Esta problemática deve- se sobretudo por cada vez mais se manterem doentes 
imunossuprimidos em UCIs, sendo este facto potenciado por uso de produtos 
antissépticos para a realização da higiene dos doentes  da própria unidade. Igualmente, 
os procedimentos invasivos e a cateterização dos doentes não ocorrem, por vezes, nas 
condições ideais de assepsia uma vez que a sua colocação é urgente em doentes nestas 
unidades, o que aumenta o risco de infecção. Quando o ente é transferido após 
estabilização, permite a disseminação dos microrganismos resistentes que adquiriu ou 
desenvolveu durante a passagem pela UCI, disseminando estes microrganismos no 
hospital (Karam & Heffner, 2000). 
Normalmente neste cenário, as infecções são causadas por mais que um 
microrganismo. Está preconizado pela Surviving Sepsis Campaign (SSC), que se deve 
colher amostras biológicas dos locais possíveis de infecção, prévio à administração do 




antibiótico e assim que os resultados são obtidos e isolado o agente, são retirados os 
antibióticos de largo espectro que devem ser substit ídos por antibióticos de espectro 
menos amplo e mais específico, de forma a reduzir a pressão selectiva 
(www.survivingsepsis.org).  
O uso de antibióticos como profilaxia sobretudo em pós-operatórios cirúrgicos, 
quando de forma prolongada, é também um dos factores p disponentes para a 
multirresistência (Barbosa & Levy, 2000). Assim, a utilização de terapêutica dirigida 
para o microrganismo causador da infecção é crucial nas primeiras horas para a 
sobrevivência do doente com infecções bacterianas sistémicas.  
Vários são os factores que contribuem para o aparecimento da multirresistência aos 
antibióticos em doentes infectados, e como tal o doente deve ser analisado como um 
todo onde várias possibilidades devem ser consideradas, como seja o uso indevido de 
antibióticos para tratar infecções virais, ou doses e períodos de tempo incorrectos que 
potenciam a multirresistência, sendo os antecedentes pessoais fulcrais para o 
desenvolvimento de infecções multirresistentes (Figura I.1).  
No entanto, o fenómeno da multirresistência pode ser muitas vezes evitado, 
efectuando-se um rigoroso controlo microbiológico. Cabe aos profissionais de saúde na 
cadeia multidisciplinar estarem informados e elucidados sobre os mecanismos de 
resistência, sobre a farmacocinética dos antibióticos dentro das várias classes, sobre as 
formas de prevenção da infecção e sobre as medidas e controlo face à mesma, 
microbiologia dos agentes e por fim, a execução ideal  técnicas para identificar o 
microrganismo causador da infecção.  
Contudo, para que estes procedimentos se mantenham sem disrupções, é necessário 
que a informação seja partilhada por todos e que a própria instituição fomente essa 




partilha nas suas práticas locais através de protocol s operacionais e manuais de 
procedimentos que necessitam de actualização constante (Barbosa & Levy, 2000). 
Uma visão global do fenómeno da multirresistência, permite igualmente identificar 
os factores socioeconómicos, como a educação, pobreza, higiene e condições de vida, 
como sendo potenciadores desta problemática. Estes facilitam o aparecimento de 
reservatórios de estirpes MDR, na comunidade, sobretudo de bactérias comensais como 
Escherichia coli (E. coli) em indivíduos saudáveis, sem ter havido consumo prévio de 
antibióticos (Cava et al, 1996).  
Os factores ambientais, alimentares e o abuso de desinfectantes domésticos e outros 
agentes antibacterianos, também são apontados como potenciadores da 
multirresistência, embora sejam escassos os estudos de correlação directa entre a 
emergência de estirpes MDR em animais, na agricultura e água, e as infecções em 
humanos (Barbosa & Levy, 2000).  
No entanto, sabe-se que os antibióticos podem persistir na natureza, em muitos 
locais como na água e o solo de forma estável, tendo um efeito pós-utilização muito 
duradouro, devido aos detritos excretados pelos animais e resíduos sanitários. Daí a 
importância de não se instituir antibióticos para uso humano na promoção do 
crescimento veterinário (Barbosa & Levy, 2000).  
Se se proporcionarem condições para uma presença costante de concentrações sub-
terapêuticas e sub-inibitórias de antibiótico numa determinada população bacteriana, 
esta situação irá conduzir à selecção da resistência (Barbosa & Levy, 2000). Esta é a 
situação típica do ambiente hospitalar e em particular da UCI. 





Figura I.1 - Eventos para a multirresistência aos antibióticos. Legenda: UCI- Unidade de 
Cuidados Intensivos; MDR- Multirresistentes. 
 
Jones et al (2004) demonstrou num estudo de vigilância europeu e norte-americano 
de emergência da resistência em bactérias em UCI entre 2000 e 2002, que houve um 
aumento na resistência às fluoroquinolonas entre váias espécies Gram-negativas, 
devido ao seu uso indiscriminado, embora com variações entre países.  
Especificamente na actualidade, assiste-se a um aumento gradual da resistência nas 
UCIs às fluoroquinolonas nas bactérias Gram-negativas de doentes internados nestas 
unidades, devido ao abuso destes fármacos, constitui do as Enterobacteriaceae cerca de 
30% dos isolados com significância clínica em UCIs, embora a estatística não seja 
homogénea entre países (Jones et al, 2004).  




O principal microrganismo causador de infecções sistémicas é E. coli com 5% de 
frequência, segundo dados doCenters for Disease Control (CDC), sendo esta bactéria 
uma das mais comuns causas de infecção nos doentes hospitalizados (Karam & Heffner, 
2000).    
Na comunidade este agente é o responsável pela maior parte das infecções urinárias, 
e observa-se um grande aumento de estirpes multirresistentes, o que torna difícil o seu 
tratamento. Estima-se que em cerca de 11% das mulheres nos Estados Unidos é-lhes 
diagnosticado pelo menos uma infecção do tracto urinário por ano, sendo a 
probabilidade de ocorrência deste tipo de infecção ao longo da vida, cerca de 60% 
(Manges et al, 2001).  
Num estudo realizado num hospital de referência em Oman (Royal Hospital), com o 
principal objectivo de descrever a prevalência de resistência aos antibióticos entre 
bactérias Gram-negativas em relação ao uso de antibióticos numa UCI, observou-se que 
entre os microrganismos mais comuns encontrava-se E. coli em terceiro lugar com 13 
isolados em 100 amostras colhidas, sendo 7 destas provenientes de infecções urinárias 
(Al-Lawati, Crouch, Elhag, 2000).  
Em outro estudo realizado entre 1986 e 1997, verificou-se que E. coli, era uma das 
quatro principais espécies de agentes causadores de infecção associada aos cuidados de 
saúde, e no que diz respeito às infecções do tracto urinário, era o primeiro agente com 
cerca de 19.2% (Weber, Raasch, Rutala, 1999).  
Por esta razão, torna-se premente estudar as infecções causadas por esta bactéria 
comensal, que quando pressionada pelos antibióticos facilmente adquire fenótipos de 










2.As Enterobacteriaceae e Escherichia coli  
 
As Enterobacteriaceae são um grupo heterogéneo de bacilos Gram-negativos que 
constituem uma família onde se incluem géneros e espécies clinicamente importantes, 
algumas das quais sempre associadas a infecções graves como Salmonella typhi, 
Shigella spp., Yersinia pestis, e outras pertencentes à flora comensal como a Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis e E. coli, que podem ainda causar infecções 
oportunistas.  
E. coli foi descrita pela primeira vez por Theodor Escherich em 1885 como 
Bacterium coli commune, que a isolou nas fezes de recém-nascidos, tendo-se epois 
atribuído o nome pelo qual até hoje é conhecida (Brooks et al, 2005). E. coli faz parte 
da flora normal do tracto gastrointestinal animal, em conjunto com outras bactérias 
entéricas, não sendo por norma causadora de doenças, facilitando o normal 
funcionamento intestinal e nutrição. 
Como características bioquímicas salienta-se serem todas fermentadoras da glucose, 
oxidase negativas, catalase positivas e reduzirem os nitratos a nitritos. Podem ser 
aeróbios ou anaeróbios facultativos, móveis ou imóveis e com distribuição ubiquitária. 
É anaeróbia facultativa, ou seja, pode crescer na presença ou ausência de oxigénio, são 
bacilos com cerca de 1 µm de diâmetro e 2 a 6 µm de comprimento, sendo geralmente 
móveis por flagelos perítricos, e possuem adesinas o que lhes permite aderir à mucosa 
intestinal (Brooks et al, 2005). O genoma de E. coli é conhecido na totalidade desde 
1997. Não apresenta requerimentos de crescimento adaptando-se bem a diferentes 
habitats (aeróbios ou anaeróbios), podendo transformar metabolicamente glucose nos 
componentes macro-moleculares que constituem a célula.  




Em relação à sua estrutura, caracteriza-se pela elev da quantidade de ribossomas o 
que lhe confere um elevado nível metabólico. A sua parede celular é constituída por
duas membranas (citoplasmática e externa) com uma camada intermédia de 
peptidoglicano que confere rigidez e forma à célula (Figura I.2). A membrana externa é 
constituída por lípidos, proteínas e lipopolissacáridos (LPS), e é responsável pela 
impermeabilidade da bactéria a muitos compostos tóxicos, enquanto a membrana 
citoplasmática é a camada mais interna, seguida pelo espaço periplasmático onde se 
encontram as moléculas que sofrem selecção de entrada/saída da célula, existindo neste 
espaço alta actividade enzimática (Prescott, Harley, Klein, 1999).  
  
Parede celular  
 
 
Gram-positiva                                    Gram-negativa 
Figura I.2 - Esquema representativo da parede celular em bactérias G am-positivas e Gram-
negativas. 
 
Na membrana externa também é possível observar pequenos canais hidrofílicos, 
denominados porinas e também designadas por Omps (outer membrane proteins), 
destacando-se a OmpC e a OmpF, constituídas por cilindros de 16 folhas β, formando 
um poro transmembranar na membrana externa (Nikaido, 2003). Nem todas as Omps 
têm funções de transporte mas as porinas têm a sua expressão e actividade relacionada 
com as condições nutritivas e ambientais existentes, havendo um aumento desta 
expressão o que conduz à entrada de substâncias nutritivas, e a uma diminuição para 
evitar a entrada de substâncias nocivas (Viveiros t al, 2007). 
15 a 80nm 
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Entre os antigénios da parede celular, encontra-se o antigénio O (lipopolissacárido-
estrutura antigénica da bactéria), K ou Vi (proteínas ou lipopolissacárido da cápsula que 
previne a fagocitose), H (proteínas flagelares), classificação esta que permite diferenciar 
serotipos e constituem os factores de virulência destas estirpes bacterianas, assim como 
as toxinas e as fímbrias (ligação e persistência) (Brooks et al, 2001). 
Esta bactéria apresenta vários mecanismos de sobrevivência, em ambientes adversos 
como por exemplo, consegue variar a sua estrutura e comportamento sendo sensível aos 
químicos, pH, temperatura, osmolaridade, entre outros factores. As alterações 
estruturais incluem o desenvolvimento de fímbrias pra se fixarem a uma célula ou 
receptor, variação do diâmetro das porinas para permitir a entrada de moléculas maiores 
para a sua nutrição, ou ainda sintetizar enzimas para excluir determinados compostos 
tóxicos (Brooks et al, 2005). 
Apesar de serem bactérias habitualmente comensais da flora humana, quando estas 
invadem locais não habituais para a sua existência, podem ser causadoras de infecções, 
produzindo várias manifestações não específicas de acordo com o local. Assim 
clinicamente, os locais de infecção mais comuns são: o tracto urinário e o tracto 
gastrointestinal, podendo ocasionalmente provocar doença sistémica (sepsis) sobretudo 
em meio hospitalar e em doentes imunossuprimidos (Brooks et al, 2005). 
No caso das infecções do tracto urinário, E. coli é responsável por cerca de 90% das 
primeiras infecções em mulheres jovens e causa sintomatologia específica que incluí 
disúria, hematúria, poliúria e dor nos flancos o que pode indicar infecção das vias 
urinárias superiores. Também são causadoras de infecções urinárias em UCI (Brooks et 
al, 2005). 
No que diz respeito às infecções do tracto gastrointesti al salientamos 5 classes 
(serotipos), são eles (Brooks et al, 2005): 




- E. coli enteropatogénica (EPEC), responsável pela diarreia em lactentes, 
principalmente em países em desenvolvimento, provocando diarreia aquosa 
normalmente auto limitada.  
- E. coli enterotoxigénica (ETEC), mais frequentemente designada como “diarreia 
do viajante”. 
- E. coli enterohemorrágica (EHEC), que está associada à colite hemorrágica, 
síndrome hemolítico-urêmico, anemia hemolítica microangiopática e trombocitopénia. 
- E. coli enteroinvasiva (EIEC), que provoca patologia semelhante à shigelose. 
- E. coli enteroagregativa (EAEC) que conduz à diarreia crónica e aguda, em 
países em desenvolvimento mas também transmitida por alimentos em países 
industrializados.  
A via de transmissão das estirpes patogénicas de E. coli causadoras de 
sintomatologia intestinal, é sobretudo alimentar, enquanto as infecções sistémicas 
devem-se sobretudo a uma infecção oportunista associ da ao estado imunológico do 
indivíduo, ou ainda à patologia de base. Por vezes doentes submetidos a tratamento 
cirúrgico abdominal podem desencadear um quadro de abdómen agudo com a 
proliferação de bactérias entéricas pelo organismo. O tratamento destes quadros 
clínicos, encontra-se sobretudo a cargo de antibioterapia, no entanto, a susceptibilidade 
destes microrganismos é muito variável, e é mandatório a realização do antibiograma 
para uma terapêutica mais dirigida.  
Em relação ao diagnóstico laboratorial, as estirpes d  E. coli são isoladas 
normalmente em meios selectivos como o meio de MacConkey, entre outros. A sua 
identificação pode ser feita através de testes bioquímicos com kits comerciais (API 20 
E) ou automatizados (VITEK). A utilização da coloração Gram é comum, mas é pouco 
sensível. Este método foi proposto por Christian Gram em 1884, para categorizar as 




bactérias na base das diferenças estruturais da sua parede celular, sendo as Gram-
positivas as bactérias que ficam coradas com uma coloração roxo escura e as Gram-
negativas coradas de vermelho vivo, devido às diferenças de espessura das suas 
camadas de peptidoglicano (Figura I.3) (Brooks et al, 2005).  
  
                                                        A         B    
           
                                                      C.         D.                                 
Figura I.3 - Coloração de Gram de estirpes clínicas de E. coli estudadas neste trabalho cedidas 
pelo Hospital dos SAMS, Lisboa. A. (5) Isolada em hemocultura. B. (16) Isolada em 
hemocultura. C. (13) Hemocultura. D. (19) Urina. 
 
Entre os antibióticos disponíveis para o tratamento de infecções urinárias e em 
particular causadas por E. coli, os que mais são prescritos na clínica são, as 
sulfonamidas, fluoroquinolonas, ampicilina, cefalosp rinas e aminoglicosídeos (Brooks 
et al, 2005). A maior parte dos antibióticos são excretados na urina, assim sendo, 
diferentes regimes podem ser usados para curar as infecções urinárias. O antibiótico 




mais comum para o tratamento das cistites é uma combinação de sulfonamida e 
trimetoprim (TMP), e ainda amoxacilina, ciprofloxacina (CIP) e outras quinolonas.  
No entanto, a amoxacilina hoje em dia tem-se tornado ineficaz no combate às 
infecções urinárias, pelos padrões de resistência observados em infecções causadas por 
E. coli. Os aminoglicosídeos e as cefalosporinas são também frequentemente utilizados 
na prática clínica. Tem-se provado que regimes terapêuticos de longa duração, são tão 
efectivos como os de curta duração (3 dias). O uso de antibióticos endovenosos apenas 
se justifica em casos de infecção grave das vias urnárias como o caso da pielonefrite ou 
prostatite (Brooks et al, 2005). 
 
3. Antibióticos e mecanismos responsáveis pela multirresistência   
Entre 1940 e 1960, foram descobertos inúmeros antibióticos de forma empírica, sem 
pré-selecção dos alvos, tendo sido utilizados para a monoterapia sistémica e a partir 
destes, novos compostos foram desenvolvidos. No entanto, a falta de conhecimento dos 
mecanismos de acção e de actuação destes compostos, conduziu ao aparecimento de 
toxicidade, espectro de acção reduzido ou desenvolvimento de resistências, e assim 
muitos destes compostos foram excluídos da sua utilidade clínica, ou apenas utilizados 
em esquemas terapêuticos combinados ou em uso tópico (Silver, 2007). Ao longo do 
tempo, a resistência aos antibióticos tem vindo a aumentar, o que tem conduzido à total 
ineficácia de alguns dos antibióticos para combater as infecções.  
Para que se possam compreender os mecanismos de resistência, tem que se 
compreender como é que os antibióticos actuam. Assim, apresenta-se na Tabela I. 2, um 
resumo dos mecanismos de acção e respectiva resistência aos antibióticos. 
 




Mecanismos de acção 
dos antibióticos 
Mecanismos de resistência Referências 
Interferência na síntese 
da parede celular: 







Redução da afinidade das PBPs 
(penicilin binding proteins) pelo 
antibiótico; 
Produção de β-lactamases 
 
Blanc et al, 2006 




Samaha & Araj, 2003 
Inibição da síntese proteica: 
- Ligação à subunidade 
50S ribossomal: macrólidos, 
cloranfenicol, clindamicina, 
linezolide. 







- Impermeabilidade da membrana celular 
(efluxo) - (macrólidos). 
- Produção de enzimas que provocam 
alterações estruturais no antibiótico, efluxo 
(aminoglicosídeos). 
- Alteração da permeabilidade celular 
(efluxo) – tetraciclinas. 
Chollet, Chevalier, 
Bryskier, Pàges, 2004 
Fluit, Visser, 
Schmidz, 2001 




Davies & Wright, 
1997 
Interferência na síntese dos 
ácidos nucleícos: 
- Inibição da síntese do 
DNA: fluoroquinolonas. 
- Inibição de síntese 
RNA: rifampicina. 
Mutações no gene que codifica a enzima 
DNA girase e topoisomerase IV 
Modificação da permeabilidade celular 
(efluxo/porinas). 







Inibição de vias 
metabólicas: sulfonamidas, 
inibição da síntese de ácido 
fólico. 
 
Mutações no gene associado à síntese de 
ácido fólico (enzima DHPS (dihidropteroato 
sintetase). Plasmídeos com genes 




Disrupção da estrutura 
membranar bacteriana: 
daptomicina (polimixinas). 
Modificação estrutural da parede celular quer 
por mutação, quer por adaptação. 
Falagas & Kasiakou, 
2005 
Tabela I. 2 – Mecanismos de resistência aos antibióticos. Adaptao de Tenover, 2006. 
Mechanisms of antimicrobial Resistence in Bacteria vol, 119, S5.  




Do ponto de vista da aquisição dos mecanismos de resistência anteriormente 
expostos, existem duas formas de estes emergirem nas populações bacterianas 
infectantes: por aumento da resistência intrínseca (mecanismos de resistência fisiológica 
e genética inatos à bactéria) e por resistência adquiri a (aquisição de informação 
genética nova na forma de determinantes genéticos para a resistência) (Anderson, 
2004). 
No que diz respeito à resistência intrínseca, esta pode ser aumentada impedindo o 
antibiótico de entrar na célula, não se incluindo neste tipo de resistência as mutações 
cromossómicas ou a aquisição de elementos genéticos móveis, mas sim, o controlo 
através da permeabilidade da membrana externa e das bombas de efluxo (BE) que 
expelem o antibiótico do interior da célula (Anderson, 2004). Exemplo clássico deste 
tipo de resistência é a eficácia da membrana externa das bactérias Gram-negativas que 
atrasa o influxo de vários antibióticos, detergentes e corantes através da sua 
impermeabilidade estrutural e da actividade das BEs. As BEs são responsáveis pela 
extrusão do antibiótico ou qualquer agente nocivo para a bactéria do espaço 
periplasmático para o ambiente, permitindo a sua sobrevivência (Viveiros et al, 2007) 
ou ainda a sobre-expressão de enzimas de degradação permite a viabilidade da célula 
bacteriana (Silver, 2007).  
Pode-se definir este tipo de resistência como sendo inata e presente em todas as 
estirpes dentro da mesma espécie bacteriana, para uma o  mais classes de antibióticos 
(Tenover, 2006). 
Por exemplo, a inactivação do antibiótico é o principal mecanismo de resistência aos 
antibióticos β-lactâmicos, sendo a sua inactivação mediada pelas penicilinases que 
promovem a catálise da hidrólise do anel β-lactâmico (Spratt, 1994). Existem outras 
enzimas que promovem a inactivação do antibiótico como as transferases no caso do 




cloranfenicol (Alton & Vapnek, 1979) e as enzimas modificadoras dos 
aminoglicosídeos (Chevereau et al, 1974).  
A protecção da bactéria pela alteração do alvo do antibiótico pode impedir a sua 
interacção estando estas alterações relacionadas com substituições de aminoácidos, o 
que diminui a afinidade dos antibióticos. Por exemplo, a resistência à penicilina pode 
ser devida a alterações nas Penicilin Binding Proteins (PBPs) formando complexos 
irreversíveis impedindo a síntese do peptidoglicano (Spratt, 1994). Modificações nos 
ribossomas podem tornar as bactérias menos susceptíveis aos antibióticos, como no caso 
da resistência à eritromicina e tetraciclina (Takat et al, 1970; Speer et al, 1992). 
Como já referido anteriormente, a principal barreira que impede a entrada de muitos 
antibióticos é a membrana celular, que se torna mais difícil de ultrapassar no caso da 
membrana das bactérias Gram-negativas, enquanto a espessa camada de peptidoglicano 
das bactérias Gram-positivas é menos efectiva. Existem alterações membranares como a 
quantidade de porinas e lipopolissacáridos na membrana externa que potenciam a 
resistência aos antibióticos, embora não evitem totalmente a sua entrada (Jarlier & 
Nikaido, 1994).  
Por outro lado, a extrusão activa dos antibióticos conduz à redução da concentração 
citoplasmática do antibiótico e aumenta a sua resistência intrínseca (Levy, 1992). Em 
estudos onde se recorreu a isolados clínicos como tentativa de demonstrar o efeito do 
uso de antibióticos em doentes ao nível da flora comensal e emergência da resistência, 
observou-se que isolados fecais de uma determinada espécie, tinham uma resistência 
elevada às fluroquinolonas comparativamente a outros is lados da mesma espécie a 
partir de outras localizações, como por exemplo da pele. Estes resultados foram 
explicados pelo facto de grande parte das fluoroquinolonas ligarem-se a diversos 




compostos nas fezes, o que provoca a manutenção de uma concentração reduzida do 
antibiótico nestes locais.  
Assim, foi hipotetizado que exista uma mais forte selecção para a resistência nas 
fezes do que na transpiração porque a bactéria é exposta à janela selectiva de 
concentrações sub-inibitórias de antibiótico por um período de tempo longo, 
entendendo-se como janela selectiva, o período em que a concentração de antibiótico é 
elevada o suficiente para eliminar a flora susceptív l (Gustafsson et al, 2003).Assim 
existem 4 mecanismos gerais que são responsáveis pela resistência aos antibióticos em 
bactérias (Figura I.4): 
- Produção de enzimas responsáveis pela inactivação de antibióticos pela hidrólise 
destes, (1) 
- Alteração do alvo celular por mutação ou modificação enzimática, reduzindo a 
apetência deste alvo para o antibiótico, (2) 
- Inibição da entrada do antibiótico na célula (perm abilidade da célula bacteriana), 
(3) 

















Figura I.4 - Mecanismos de resistência aos antibióticos em bactéri s. Adaptado: Andersson, 
2004. The Ways in which bacteria resist antibiotics, 1.   
 
É possível que os microrganismos desenvolvam um fenótipo de MDR através da 
sobre-expressão de BEs, que bombeiam uma grande variedade de antibióticos de 
diferentes classes. Este fenómeno é hoje reconhecido omo responsável pela 
multirresistência em muitos isolados clínicos com ou sem determinantes genéticos 
conhecidos para a resistência às diferentes classes de antibióticos (Viveiros et al, 2007). 
Este fenómeno está também associado à redução da entrada dos antibióticos na célula, 
através da redução no número de porinas e também pela alteração das características da 
membrana externa, levando à diminuição da entrada dos compostos tóxicos para a 
bactéria, não os impedindo totalmente, podendo este efeito ser sinergético com a tarefa 
















A membrana externa, sendo composta por uma bicamada fosfolipídica e de 
lipopolissacáridos, é selectiva quanto às moléculas que permite entrar, sendo mais 
permeável à passagem através das porinas, dos compost s hidrofílicos, enquanto os 
agentes hidrofóbicos são excluídos pelas proteínas desta membrana (Figura I.5).  
 
 
Figura I. 5 - Representação esquemática dos sistemas exportadores de compostos em bactérias 
Gram-negativas. a) Bombas localizadas na membrana citoplasmática. b) Bombas de efluxo na 
parede celular. FQ, fluoroquinolona, CM, cloranfenicol, TC, tetraciclina, ML, macrólidos, BL, 
β-lactâmicos. Adaptado de Poole, 2005, Efflux-mediated antimicrobial resistance, 56, 20-51. 
 
A resistência adquirida baseia-se na aquisição de material genético através de 
mecanismos de conjugação, transformação ou transdução (Barbosa & Levy, 2000). A 
conjugação diz respeito à passagem de plasmídios que contenham genes de resistência 
para uma bactéria adjacente, através de uma estrutura designada por pilus que liga as 
duas bactérias. Por outro lado, o fenómeno da transdução é devido à passagem de 
elementos de resistência, via bactériofagos (vírus bacterianos), e a transformação é um 




processo em que a bactéria adquire e incorpora segmentos de outras bactérias no seu 
DNA, pela sua captura do ambiente aquando da lise celular de bactérias resistentes 
(Barbosa & Levy, 2000). 
Este processo também se designa por evolução horizontal, correndo entre estirpes 
da mesma espécie ou entre espécies bacterianas diferentes. A transferência de material 
genético pode ocorrer devido à presença de plasmídeos, transposões e cassetes génicas.  
A evolução vertical deve-se a mutações cromossómicas, que se desenvolvem na 
presença do antibiótico, eliminando alguns indivíduos de uma população mas 
permitindo que outros sobrevivam, ou seja, aqueles que apresentem mutações que 
confiram resistência a determinado antibiótico (Tenover, 2006). 
 
4.Multirresistência por sistemas de efluxo. A estrut ra dos sistemas 
de efluxo parietal em bactérias e sua caracterização bioquímica. 
 
Entre os mecanismos de resistência anteriormente descritos, encontra-se a 
multirresistência por sistemas de efluxo, sendo este o objectivo de estudo deste trabalho. 
As BEs são proteínas que se encontram presentes em todos os organismos, embora 
quando se encontram sobre-expressas, tornam-se poderos s mecanismos de resistência 
aos antibióticos. As primeiras BEs a serem descrita foram as bombas Tet, que 
bombeiam especificamente tetraciclinas e são codifia as por genes que se podem 
encontrar no cromossoma ou em plasmídeos em E. coli. Os genes mais comuns são tetB
e tetA (Levy, McMurry, Petrucci 1980). O influxo da tetraciclina pelos membros da 
família Enterobacteriaceae é bifásico, sendo uma fase inicial independente de nergia, 
em que o antibiótico se liga à superfície da célula e passa por difusão de forma rápida 
pelas camadas externas da célula. Numa fase secundária dependente de energia, a 




tetraciclina atravessa a membrana citoplasmática, talvez pela força motriz de protões ou 
pelo potencial protónico, pois este transporte específico ainda não foi identificado. A 
resistência à tetraciclina é devida à diminuição nos íveis de acumulação do antibiótico 
por diminuição do influxo e aumento do efluxo podendo ambos participar em 
simultâneo. Este é um problema major porque se localiza em plasmídeos na 
proximidade de locais de inserção, podendo as bactérias adquirir outro tipo de 
informação genética e aumentar assim o espectro da sua resistência. Esta resistência 
pode ser transferida em plasmídeos intra e inter espécies (Chopra, 2001).  
O conhecimento destas BEs permitiu assim entender o mecanismo de resistência e a 
especificidade de determinadas BEs e os seus compostos alvo, tendo sido identificadas 
nove BEs em E. coli (dependentes de energia), muitas delas designadas como 
transportadores/BE MDR, podendo bombear uma grande vari dade de compostos sem 
relação aparente (Paulsen t al, 1996).  
Algumas das BEs não são apenas responsáveis pela extrusão de antibióticos mas 
também compostos como a hemolisina em E. coli (TolC) (Piddock, 2006), ou esteroídes 
como a progesterona e o cortisol, que são substrato de AcrAB-TolC de E. coli, ou 
ainda exportar adesinas, toxinas e outras proteínas importantes para a colonização e 
infecção de células humanas e animais (Elkins & Mullins, 2006).  
Com base no critério bioenergético e estrutural, as BE  podem ser catalogadas em 
duas grandes classes: econdary multidrug transporters, que utilizam o gradiente 
transmembranar electroquímico de protões e sódio, para conduzir os antibióticos para 
fora da célula, e as ATP (adenosina trifosfato) binding cassette superfamiliy (ABC), que 
usam a energia da hidrólise de ATP, constituindo os sistemas de transporte primários 
(Lage, 2003). 




Os transportadores da classe ATP-binding cassette superfamily (ABC) são 
complexos multi-proteicos (formando um canal de transporte pela membrana 
citoplasmática) e proteínas citoplasmáticas com actividade de ATPases, envolvidos no 
efluxo de toxinas, metabolitos e antibióticos (Figura I.6). Um dos transportadores ABC 
mais bem estudados é a P-glicoproteína dos mamíferos (P-gp, MDR1), cuja sobre-
expressão confere resistência aos compostos citotóxic s usados na quimioterapia (Lage, 
2003).   
 
 
Figura I.6 - Sistema ABC em bactérias Gram-negativas. Adaptado de www.ugr.es.  
 
Os transportadores da classe dos secondary multidrug transporters englobam quatro 
famílias fundamentais de BEs (Putman et al, 2000): 
1-Major facilitator superfamily (MFS), 
2-Multidrug and toxic compound extrusion family (MATE), 
3-Small multidrug resistance family (SMR), 
















A sua caracterização estrutural e bioquímica depende do número de regiões 
transmembranares proteicas, número de componentes da bomba, da fonte de energia 
utilizada e do tipo de substratos que a bomba exporta. Assim temos:  
1. Major facilitator superfamily (MFS)  
As proteínas transmembranares que pertencem a esta família participam no 
simporte, antiporte e uniporte de vários substratos, c mo açúcares, oligossacarídeos e 
antibióticos (Saier et al, 1999). As proteínas de membrana interna das BEs pertencendo 
a esta superfamília, apresentam normalmente 12 ou 14 segmentos transmembranares 
(transmenbranar segments - TMS), dividindo-se assim em duas subfamilias. As com 12 
TMS apresentam aproximadamente 400 aminoácidos e formam um arranjo de 12 
hélices membranares com um loop citoplasmático entre as hélices 6 e 7, e um segundo 
grupo, mais pequeno destes transportadores que apresentam uma topologia de 14 hélices 
com um loop citoplasmático inferior (Saier et al, 1999).  
São descritas como bombas com um único componente, no entanto podem funcionar 
associadas a outras proteínas como é o caso da EmrAB-TolC em E. coli, que é o 
transportador mais importante da família MFS para est spécie (Lomovskaya & Lewis, 
1990).  
Outros importantes transportadores da família MFS de E. coli são o MdfA (Cmr), 
que é descrito como sendo responsável pela resistência ao cloranfenicol e a uma grande 
variedade de compostos com carga positiva e neutra (Edgar & Bibi, 1997; Nilsen, 
Bakke, Vader, Olsvik, El- Gewely, 1996), e o EmrD, que está envolvido na resposta 
adaptativa de choque de baixa energia. A expressão do EmrD confere protecção a 
desacopladores como o carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), que é 




responsável por dissipar o gradiente de protões membranar, inibindo o efluxo, mas não 
afecta a resistência ao cloranfenicol ou às fluoroquinolonas (Nagata, 1995).  
Acessoriamente e ainda mal descritos temos os transportadores EmrB de 513 
aminoácidos e o EmrA, que é uma proteína membranar de fusão com 42.7 kDa, tidos 
como responsáveis por conferir resistência a desacoplad res e antibióticos (Furukawa, 
Jackowski, Takamura, Rock, 1993; Lomovskaya & Lewis, 1992).  
Um grupo importante da família MFS é os transportadres Tet, em que já foram 
descritos 10 tipos diferentes, codificados por determinantes genéticos transportados por 
plasmídeos e transposões (Yin et al, 2000, Butaye 2003). 
As BEs dividem-se em seis grupos, sendo esta divisão baseada na sequência de 
aminoácidos. Assim sendo, no grupo 1 encontra-se Tet(A), Tet(B), Tet(C), Tet(D), e 
Tet(E), onde é possível identificar semelhanças a nível dos aminoácidos (Roberts, 
2005). A maior parte das BEs Tet conferem resistência apenas à tetraciclina, no entanto, 
tet (B), permite a extrusão de tetraciclina e minociclina (Petersen; Jacobus; Weiss; Sum; 
Testa; 1999). 
 
Transportadores MDR de E. coli da família Major facilitator superfamily (MFS):  
- Bcr (Bentley, Hyatt, Aimley, Parish, Herbert, White, 1993) 
- EmrD (Naroditskaya, Schlosser, Fang, Lewis, 1993) 
- MdfA (Cmr/Cm1A) (Edgar & Bibi, 1997; Nilsen, Bakke, Vader, Olsvik, El-
Gewely, 1996)  
- EmrB (Lomovskaya & Lewis, 1992) 
-TetA (B) Tet(A), Tet(B), Tet(C), Tet(D), Tet(E), Tet(G), Tet(H), Tet(J), Tet(Y), 
Tet(Z), (Yin et al, 2000, Butaye 2003) 
 





2.Multidrug and toxic-compound extrusion family (MATE) 
 
Inicialmente, as proteínas pertencentes a esta família foram identificadas como 
fazendo parte da superfamília MFS, contudo não apresentam uma homologia de 
sequência com as proteínas desta família. Fazem parte desta classe, o transportador 
YdhE para a E. coli, que é homólogo de NorM de Vibrio parahaemolyticus, que por sua 
vez é responsável pela resistência a corantes, fluoroq inolonas hidrofílicas e 
aminoglicosídeos (Morita et al, 1998).  
Estas proteínas são constituídas por cerca de 450 resíduos de aminoácidos e contêm 
12 TMS. As proteínas pertencentes a esta família usam o gradiente de sódio como fonte 
de energia para efluxar as fluoroquinolonas e corantes (Morita et al, 1998). Pouco mais 
se sabe acerca da estrutura desta família, mas pensa-s  que têm importância no que diz 
respeito à resistência a fluoroquinolonas.  
 
3. Small multidrug resistance family (SMR) 
 
São constituídos tipicamente por cerca de 107 resíduo  e aminoácidos e 4 TMS, e 
devido ao seu tamanho, estas proteínas funcionam como tetrâmeros (Ma & Chang, 
2004). A fonte de energia é a força motriz de protões (Kumar & Schweizer, 2005). A 
proteína EmrE (MvrC) (Morimyo, Hongo, Hama-Inaba, Machida, 1992) é a melhor 
representante desta família em E. coli sendo responsável pela extrusão de brometo de 
etídeo (EtBr) e compostos relacionados. Um segundo elemento ainda mal estudado é a 
proteína de 36 kDa com 10 TMS codificada pelo gene t hA, que também é responsável 
pelo transporte de EtBr. A proteína TehA apenas contém uma das três regiões 




conservadas da família SMR e é maior que os transportadores desta família, podendo 
representar um membro distante da mesma (Paulsen et al, 1996). 
 
4. Resistance nodulation division superfamily (RND).   
 
Os transportadores RND são compostos tipicamente costituídos por 1000 resíduos 
de aminoácidos (Tseng et al, 2003) e funcionam formando complexos proteicos, que
consistem numa proteína de transporte de membrana com 12 TMS, com funções de 
facilitação no transporte, uma segunda proteina com papel acessório, proteína de fusão 
membranar (MPF), e ainda uma OMP que faz a canalização dos substratos para o 
exterior. 
Uma característica destes transportadores é a presença de 2 grandes loops 
periplásmicos entre o TMS 1 e 2, o TMS 7 e 8. A sua estrutura tripartida atravessa todo 
o envelope celular e exerce um papel sinergético com a redução da permeabilidade da 
membrana externa, razão pela qual é uma das famílias de transportadores com mais 
importância na resistência em estirpes clínicas. 
Nas bactérias Gram-negativas, as BEs desta família têm uma importante função na 
resistência intrínseca a uma grande variedade de fármacos. Observa-se ainda que as 
bombas da família RND têm uma grande afinidade para os sais biliares, efluxando-os, o 
que explica a adaptação fisiológica de E. coli ao tracto gastrointestinal, uma vez que 
este habitat apresenta sais biliares (Thanassi et al, 1997).  
Foram revelados sete transportadores desta família em E. coli, cinco dos quais 
funcionalmente caracterizados, AcrEF, AcrD, YhiUV, MdtABC, AcrAB, todos eles 
com associação ao canal TolC (Kumar & Schweizer, 2005).  




O sistema AcrAB é considerado o sistema multicomponente mais importante de E. 
coli sendo constituído por uma proteína membranar de fusão ou proteína acessória 
(MFP - membrane fusion protein), a AcrA, uma proteína membranar externa ou OMP, a 
proteína TolC, e uma proteína transportadora com as características clássicas das 
proteínas da família RND, o transportador AcrB (Kumar & Schweizer, 2005). A AcrA é 
uma proteína altamente assimétrica e considerada acessória, enquanto que AcrB, é um 
homotrímero com 12 hélices α, e um grande domínio periplasmático. É tripartido numa 
região superior em forma de funil, numa região central composta por três vestíbulos e 
em um domínio inferior em forma de poro (Piddock, 2006). Em relação à proteína 
TolC, esta apresenta três promotores que formam um túnel contínuo que atravessa a 
membrana externa e o espaço periplasmático. Este túnel pode transitoriamente abrir pela 
interacção com um transportador membranar interno eergizado, possibilitando a 
comunicação do citoplasma e o exterior (Putman, Veen, Konings, 2000). A estrutura de 
TolC é composta por três monómeros, que contribuem co  dois resíduos de aspartato 
para formar um grupo de seis que rodeiam a região portal deste transportador. Mutações 
a este nível podem conduzir a um alargamento desta r gião, aumentando assim o efluxo 
(Andersen et al, 2002). Este processo de abertura/encerramento é mediado também por 
alterações do pH, encerrando com a diminuição deste (Andersen, Koronakis, Hughes, 
Koronakis, 2002). Inserções de mutações a este nível demonstraram que é necessário 
este conjunto AcrA-AcrB-TolC para que haja resistência aos antibióticos e outros 
compostos (Ma, Cook, Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 1995) (Figuras I.7 e I.8). 





Figura I. 7 - Modelo do complexo tripartido de efluxo AcrAB- TolC de Escherichia coli. 
Adaptado: Lomovskaya, Zgurskaya, Totrov, Watkins, 2007. Waltzing transporters and 'the 
dance macabre' between humans and bacteria, 6, 56-65. 
 
 
FiguraI.8 - Estrutura das proteínas AcrA, AcrB and TolC de Escherichia coli. Adaptado: 
Lomovskaya, Zgurskaya, Totrov, Watkins, 2007. Waltzing transporters and 'the dance 









Em E. coli existem ainda transportadores homólogos do sistema AcrAB que são o 
acrEF, yhiUV e ainda o gene acrD, este último sendo homólogo do acrB e que se crê 
que opere em conjugação com acrA e TolC, na sua função de transportador (Rosenberg, 
Ma, Nikaido, 2000; Elkins & Nikaido, 2002).  
Evidências relatadas demonstram que AcrEF quando inactivado, conduz a uma 
redução da resistência para determinados compostos, detergentes e corantes (Ma, Cook, 
Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 1993), assim como, mutações em YhiUV conduzem a 
uma hipersensibilidade a determinados fármacos (Ma,Cook, Hearst, Nikaido, 1994; 
Ma, Cook, Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 1995).  
Os genes acrEF e acrAB têm semelhanças na especificidade dos substratos, logo 
estes dois transportadores permitem o intercâmbio das proteínas de fusão de membrana 
entre os complexos, podendo funcionar em conjunto (acrA e acrF), necessitando ambos 
do mesmo canal de membrana externa TolC (Elkins & Nikaido, 2003). Em células de E. 
coli deficientes em AcrEF, a sobre-expressão de AcrA e AcrB é tóxica para as células 
logo a existência do complexo AcrEF é fundamental para a fisiologia normal das 
mesmas, mas no entanto, não contribui por si só para a resistência intrínseca a vários 
antibióticos.  
É proposto, que o complexo AcrEF seja importante para a divisão celular, tendo a 
função de eliminar os produtos tóxicos resultantes da hidrólise no periplasma, logo, a 
sua expressão é aumentada para conseguir efluxar estas substâncias de forma a não 
interferir neste processo (Lau & Zgurskaya, 2005).  
A bomba AcrD, que necessita de AcrA e TolC para efluxar aminoglicósideos, sais 
biliares e novobiocina funciona como BE acessória à AcrAB (Elkins & Nikaido, 2002). 
 
 





Transportadores MDR de E. coli da família RND: 
 
- AcrF (EnvD) (Klein, Henrich, Plapp, 1991) 
- YhiV (Ma, Cook, Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 1995) 
- AcrB (Ma, Cook, Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 1993) 
- AcrD (Rosenberg, Ma, Nikaido, 2000; Elkins & Nikaido, 2002) 
 
No que diz respeito à regulação do operão AcrAB é efectuada pelo repressor AcrR, 
e sobretudo pelo sistema regulador universal m r. O AcrR é um modulador específico 
secundário da transcrição do AcrAB (Ma, Alberti, Lynch, Nikaido, Hearst, 1996). O 
regulador universal mar (multiple antibiotic resistance) compreende os operões 
marRAB e marC. MarA conduz à sobre-produção de proteínas do sistema AcrAB-TolC, 
mas também à diminuição da permeabilidade, através da diminuição da produção de 
porinas, pela activação do gene micF, que por sua vez diminui a expressão de ompF 
(Kumar & Schweizer, 2005; Piddock, 2006; Viveiros et al, 2007).   
O regulador quorum-sensing de E. coli SdiA controla a bomba AcrAB, em 
combinação com os activadores globais de transcrição, MarA, SoxS e Rob (Viveiros et 
al, 2007). O processo de quorum-sensing permite a comunicação entre bactérias, e 
consiste no uso de moléculas químicas. A acumulação de sinais de quorum-sensing no 
meio de cultura inibe a densidade celular. Este processo está associado ao controlo de 
compostos tóxicos no ambiente, à bioluminosidade, expressão de factores de virulência, 
formação de biofilmes, entrada na fase estacionária, transferência de plasmídeos e 
formação de esporos (Yang et al, 2005). 




Assim, o sistema AcrAB-TolC é identificado com sendo o principal mecanismo de 
efluxo em E. coli, apresentando uma amplitude de substratos aos quai pode apresentar 
resistência como: macrólidos, β-lactâmicos, sais biliares, cloranfenicol, violeta de
cristal, EtBr, ácidos gordos, solventes orgânicos, fluoroquinolonas e SDS. É essencial à 
sobrevivência de E. coli e quando se encontra na presença de sais biliares ou de 
antibióticos, ocorre a sobre-expressão desta bomba (Kumar & Schweizer, 2005; Putman 
et al, 2000). 
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Lomovskaya & Lewis, 1992 
Bambeke, Páges, Lee, 2006 
Tabela I.3 - Transportadores principais de efluxo e seus respectivos substratos. Adaptado de 










Substratos das bombas 
de efluxo 
Referências 
emrD MF CCCP 
Naroditskaya, Schlosser, 
Fang, Lewis, 1993 
YebQ MFS Trimetoprim Nishino & Yamaguchi, 2001 
SetA MFS Aminoglicósidos Saier, 2000 
Fsr MFS Trimetoprim Nishino & Yamaguchi, 2001 




rifampicina, EtBr, violeta de 
cristal, SDS, ácidos biliosos, 
solventes orgânicos, 
fluoroquinolonas, 
trimetoprim, ácido nalídixico 
Poole, 2004 
Chollet et al, 2004 
Jellen-Ritter & Kern, 2001 
Fralick, 1996 
Ma, Cook, Alberti, Pon, 
Nikaido, Hearst,1993 
AcrD RND Aminoglicósidos 
Poole, 2004 
Rosenberg, Ma, Nikaido, 2000 
Elkins & Nikaido, 2002 




Ma, Cook, Alberti, Pon, 
Nikaido, Hearst, 1994 




Bambeke, Páges, Lee, 2006 








Transportador major de 
lípidos do citoplasma para a 
membrana externa 
Chang & Roth, 2001 
Tabela I.3 – (Continuação da Tabela anterior) Transportadores pinci ais de efluxo e seus 
respectivos substratos. Adaptado de Bambeke et al, 2003; Borges - Walmsley et al, 2003. 
 
Como anteriormente referido, a resistência por sobre-expressão de BEs, constituí 
uma das causas de resistência encontrada nos isolado  clínicos, sobretudo por sobre-
expressão de BEs da família RND em Enterobactereaceae.  




Por este motivo, torna-se essencial o estudo mais aprofundado destas BEs, da sua 
estrutura e substratos, de forma a testar novas moléculas que possam vir a constituir 
novos antibióticos e/ou a restabelecer a eficácia dos antibióticos usados na prática 
clínica. 
Tem-se realizado muitos estudos in vitro, onde se utilizam compostos designados 
como inibidores de BEs (efflux pump inhibitors -EPIs), que actuam bloqueando o efluxo 
e desta forma conduzem a uma redução da concentração mínima inibitória (CMI) para 
os isolados clínicos MDR em laboratório. O uso destes compostos pode ser importante 
na reversão da resistência, no entanto, teria que se ob ervar efeito com concentrações 
não tóxicas para as células eucariotas, o que se tem demonstrado difícil, assim como 
tem sido difícil encontrar um inibidor específico para todas as bombas que se encontrem 
sobre-expressas nas estirpes clínicas MDR. 
 
5. Os compostos inibidores de BEs - efflux pumps inhibitors (EPIs)  
 
Ao nível do laboratório de microbiologia médica é determinante confirmar quer 
fenotipicamente, quer genotipicamente a causa da resistência aos antibióticos de forma a 
antecipar a ocorrência de resistências durante a AB, em particular no caso de resistência 
devida à actividade de BEs, uma vez que esta situação tende a agravar-se durante a AB, 
dando lugar a que com maior facilidade surjam estirpes com resistência genética de alto 
nível que tornam a terapêutica totalmente ineficaz (Bambeke, Glupczynski, Plésiat, 
Pechère, Tulkens, 2003).  
Existem várias estratégias descritas para ultrapassr a resistência aos antibióticos 
mediada pelo efluxo. Uma dessas estratégias, é a descob rta de novas moléculas, 
constituindo novos antibióticos, como é o caso da tigeciclina (Wyeth), que ultrapassa a 




resistência à tetraciclina, com a vantagem de o agente por si só, ser suficiente para 
ultrapassar o efluxo, embora mutações possam surgir nos genes responsáveis pelo 
mesmo (Pankey, 2005). 
A inibição do efluxo é outra estratégia levada a cabo pelos inibidores específicos de 
locais de ligação de substratos, embora ainda se encontrem em fase de optimização. 
Podem inibir várias BEs que partilhem o mesmo substrato, mas também podem ser 
específicos para um determinado antibiótico ou ainda, podem ser eles próprios os 
substratos, podendo necessitar de longo tempo de exposição. A inibição da expressão 
dos genes responsáveis pela regulação do efluxo é possível, por exemplo tendo como 
alvo o locus mar que regula o sistema AcrAB-TolC (conservado em todos os 
organismos entéricos) e assim comprometer a expressão do gene em muitas bactérias 
Gram-negativas.  
Por outro lado, estes genes são específicos para cad bomba, logo seriam 
necessários inibidores para cada uma delas (Alekshun, 1999). O efeito dos inibidores 
sobre os genes que regulam a sobre-expressão das bombas é outro mecanismo possível 
de actuação, como é o caso de marA na regulação do sistema AcrAB-TolC em E. coli 
(Poole & Lomovskaya, 2006). 
Vários compostos não antibióticos têm sido utilizados no sentido de se obter uma 
reversão ou diminuição da resistência aos antibióticos. O objectivo do uso destes 
compostos é o de reverter ou diminuir a resistência com o uso concomitante de 
antibióticos, potenciando o seu efeito. 
Os efeitos desejados do uso dos EPIs são: 
- Diminuição da resistência intrínseca da bactéria aos antibióticos, 
- Reversão da resistência adquirida mesmo em estirp altamente resistentes com 
múltiplos alvos, 




- Reduzir a frequência da emergência de estirpes mutantes (Marquez, 2005). 
Podemos então diferenciar dois grupos de EPIs: os “helper compounds” ou 
adjuvantes da antibioterapia que são responsáveis por alterar a susceptibilidade de um
microrganismo aos antimicrobianos, e os “macrophage modulators” ou moduladores da 
reposta imunitária, que activam a actividade de eliminação das bactérias fagocitadas 
pelos macrófagos por inactivação de BEs (Martins et al, 2008). Muitos dos EPIs 
pertencem às duas categorias, uma vez que promovem ambos os efeitos. 
Um grupo importante de EPIs, as fenotiazinas, demonstr u capacidade de inibir o 
transporte de cálcio, prevenindo a ligação deste a proteínas transportadoras deste catião, 
como a calmodulina. Isto conduz, por sua vez a que enzimas que estão dependentes do 
cálcio, como as intervenientes nos processos de hidrólise do ATP, sejam inibidas 
conduzindo assim a um aumento da acidificação do fag lisossoma do macrófago, 
actuando como moduladores da actividade lítica destas importantes células do sistema 
imune (Martins et al, 2008). As fenotiazinas mais utilizadas são a clorpromazina (CPZ) 
e a tioridazina (TZ), tendo estas a capacidade adicional de permitir o efluxo de potássio 
do exterior para o interior dos compartimentos celulares, como os canais de transporte 
cardíacos e os glóbulos vermelhos, mecanismo este que auxilia à acidificação destes 
compartimentos (Sun et al, 2006 & Kim, Kim, 2005).  
Igualmente, as fenotiazinas conseguem inibir o efluxo intrínseco dos compostos 
nocivos para a bactéria, pela diminuição da disponibilidade energética para as BEs, o 
que eventualmente permite que o antibiótico atinja o seu alvo sem ser efluxado (Kaatz, 
Moudgal, Seo, Kristiansen, 2003, Martins et al, 2008).  
Verificou-se que crianças com pielonefrites recorrentes devido a infecções por E.
coli podem ser curadas com associações de CPZ e gentamici a (GEN), enquanto o 
tratamento apenas com o antibiótico é ineficiente (Martins et al, 2008). 




Outro composto muito utilizado como EPI é o desacoplador CCCP que actua a nível 
energético na membrana bacteriana, abolindo assim o efluxo de vários compostos pela 
dissipação da força motriz de protões devida ao potencial protónico. No entanto, coloca-
se em questão se o seu efeito se baseia na capacidade de aumentar a penetração do 
antibiótico, ou se deve à alteração do envelope celular, resultando na morte da célula, 
sendo este composto considerado altamente citotóxic.  
Existem ainda outros compostos como a reserpina e o v rapamil (VP), que são 
inibidores de BEs de largo espectro, sendo o VP, inibidor de BEs MDR em células 
neoplásicas e parasitas assim como promove o efeito da bramicina, considerado um 
antagonista dos canais de cálcio (Nikaido, 2004). No entanto, no seu uso clínico 
associado sobretudo ao controlo da hipertensão, a cncentração para este fim é muito 
reduzida comparativamente aquela necessária para bloquear o efluxo bacteriano, 
tornando-se neurotóxica (Li & Nikaido, 2004). 
O L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide (PAN), é outro composto capaz de alterar a função 
das BEs, tendo sido o primeiro EPI identificado para restaurar a susceptibilidade à 
levofloxacina em estirpes clínicas de P. aeruginosa, sendo também responsável pela 
reversão da resistência a outros antibióticos como  cl ranfenicol e macrólidos (Pàges, 
2007), e ainda com efeito sobre o sistema AcrAB-TolC de E. coli (Mazzariol et al, 
2000).  
A capacidade deste agente de repor a actividade do antibiótico em bactérias 
resistentes ao mesmo deve-se ao facto de inibidor o efluxo de mais que um antibiótico, 
sendo assim considerado inibidor de largo espectro. Pode actuar como um agente 
competitivo pois é substrato de BEs, impossibilitando assim a ligação do antibiótico 
(Lomovskaya & Bostian, 2006).  




Nas bombas RND, os inibidores competitivos podem auentar a actividade de 
vários antibióticos, pois está provado que estas bombas apresentam múltiplos locais de 
ligação e uma estrutura tripartida, logo, os inibidores podem dissipar os seus elementos 
constituintes e inibir o efluxo, dificultando a criação de resistência a estes compostos 
por mutações nas BEs (Poole & Lomovskaya, 2006). 
Uma das desvantagens do uso de inibidores competitivos é a sua reduzida afinidade 
ao alvo, o que conduz ao uso de elevadas doses e exposição temporal prolongada. Outra 
desvantagem relaciona-se com o facto destes inibidores ao serem específicos para 
determinadas BEs, tornam complexa a gestão do fenómo de MDR, por nele estarem 
envolvidos diversas BEs de diferentes famílias. 
Uma das apostas futuras, é o desenvolvimento de novos EPIs com base na estrutura 
tridimensional das BEs, obtida por cristalografia, sendo possível desenvolver compostos 
que inibam o seu efeito, ou ainda obter novas estruturas de antibióticos já existentes no 
mercado, de forma a não serem efluxados. Com a recente resolução da estrutura 3D dos 
transportadores de drogas, como a co-cristalização do AcrAB com alguns substratos e a 
análise dos efeitos biológicos de mutações ao nívelda bomba, no futuro será possível o 
desenvolvimento de um desenho racional de alvos localizados no interior da BE e 
assim, o desenvolvimento de novas moléculas inibidoras de efluxo.  
Moléculas que apresentam uma estrutura semelhante às quinolonas têm sido testadas 
como EPIs ou quimiosintetizadores, com efeito na redução da resistência ao antibiótico 
(Martins et al, 2007), como é o caso da aminoquinolona que actua como inibidor da 
bomba de efluxo AcrAB-TolC. Outra abordagem alternativa consiste na síntese de 
péptidos que mimetizem o efeito de proteínas envolvidas na sobre-expressão do efluxo e 
assim competir com estas (Mallea, Mahamoud, Chevalier, Alibert - Franco, Brouant, 
Barbe, Pàges, 2003). 




Para além do uso dos compostos aceites como EPIs, outras alternativas também têm 
sido testadas como a utilização de quelantes. O uso de substâncias quelantes de 
determinados iões como o cálcio, e para este ião específico o ácido etileno diamino 
tetracético (EDTA), tem sido reportado como muito eficaz no controlo de biofilmes em 
cateteres venosos centrais usados em doentes internados nas UCIs, hemodiálise e 
sujeitos a quimioterapia (Raad et al, 2003).  
As referências a este composto como tendo possível actividade inibitória sobre as 
BEs, associa-se ao facto deste possuir um efeito ao nível do ião cálcio assim como as 
fenotiazinas e o verapamil, podendo afectar a viabilid de bacteriana. O quelante e 
permeabilizador da membrana externa bacteriana, EDTA (Goton et al, 1989), mostra-se 
eficaz no aumento da actividade de vários agentes antimicrobianos em Pseudomonas 
aeruginosa (Richards & Cavill, 1976); (Suginaka et al, 1979). A adição de uma 
concentração sub-inibitória de EDTA, reduz a CMI do cefprozil para E. coli e Serratia 
marcescens (Ushimoto et al, 1991). O uso de EDTA e minociclina foi demonstrado ter 
um efeito sinergético na erradicação de microrganismos e biofilmes.  
Num estudo levado a cabo por Raad em 2003, verificou-se que o uso apenas de 
EDTA não teve efeito na erradicação de MRSA em biofilmes. No entanto, ao se 
adicionar minociclina com ou sem EDTA, era observado uma redução do crescimento 
dos microrganismos, com maior eficácia quando se utilizava a combinação de 
minociclina e EDTA, mesmo após 24 horas de incubação  37ºC (Raad et al, 2003).  
Os EPIs, são hoje em dia utilizados sobretudo para determinar a susceptibilidade da 
estirpe bacteriana in vitro, verificando a existência de padrões de resistência, devido à 
sobre- expressão de BEs. No entanto, espera-se que no f turo seja possível desenvolver 
ensaios clínicos de forma a determinar o efeito destes compostos em infecções 
bacterianas.  





6.Metodologias aplicadas na detecção dos mecanismos de efluxo em 
bactérias 
 
Como a presença de multirresistência devido à sobre-expressão de BEs é hoje um 
dos mecanismos de resistência mais importantes detectados em estirpes clínicas, 
sobretudo em doentes sob antibioterapias prolongadas, é importante o desenvolvimento 
de métodos de detecção desta sobre-expressão, embora estes ainda se encontrem numa 
fase de investigação e desenvolvimento. 
Não havendo ainda disponível, metodologias e tecnologias que permitam detectar 
rapidamente a presença de fenómenos de sobre-expressão de BEs nas estirpes isoladas 
de doentes sob AB, o único recurso disponível tem sido a determinação das CMIs de 
cada estirpe para cada antibiótico na presença e ausência de EPIs. Sendo um método 
indirecto e pouco preciso, apenas permite uma qualificação indirecta da estirpe.  
Métodos que permitam a qualificação/detecção rápida das estirpes MDR que 
permitam a quantificação do efluxo são hoje uma necessidade premente no laboratório 
de Microbiologia Médica. As metodologias de detecção do transporte parietal do 
composto quaternário fluorescente EtBr, usado como marcador visual da actividade de 
efluxo devido às suas características de baixa fluorescência quando no exterior das 
células, e máxima fluorescência aquando a sua ligação no interior das mesmas, são hoje 
uma das metodologias experimentais mais desenvolvidas (Viveiros, 2008). Este 
composto fluorescente pode-se ligar transientemente a vários níveis no interior da 
bactéria como seja ao RNA de cadeia dupla, RNA de ca ia simples, DNA de cadeia 
simples, oligonucleótidos e proteínas (Martins et al, 2006) entrando por difusão passiva 




a favor do gradiente de concentração e sendo o seu excesso extruido das células pelos 
mecanismos de efluxo pois é substrato de vários sistemas de efluxo, em particular
do sistema AcrAB-TolC (Jernaes & Steem, 1994; Viveiros, 2008).  
As metodologias foram desenvolvidas no laboratório da Unidade de Micobactérias 
do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa 
(IHMT/UNL) e serão expostas e utilizadas ao longo deste trabalho, aplicadas a estirpes 
com fenótipo MDR provenientes de doentes internados no Hospital dos SAMS. 
Os métodos fenotípicos de detecção de sobre-expressão de BEs utilizando o efluxo 
de EtBr, aplicados neste trabalho, são: 
1) EB-Agar Cartwheel, em que se utiliza placas de agar com EtBr incorporado, 
podendo ainda ser adicionados vários EPIs. O objectivo do método baseia-se na 
observação da fluorescência emitida pelas colónias bacterianas após a entrada de EtBr 
na célula e ligação aos diferentes componentes intracelulares que fazem com que a 
molécula fluoresca, permitindo a avaliação da sobre-expressão das BEs pela diminuição 
da fluorescência face à estirpe de referência. Os isolados bacterianos que exibam 
fluorescência a uma concentração elevada de EtBr, comparativamente à fluorescência a 
concentrações mais baixas de EtBr para a estirpe control , apresentam sinais de sobre-
expressão de BEs. Isto porque é necessário uma concentração de EtBr no meio gelosado 
mais elevada para se obter o mesmo nível de fluorescência das colónias 
comparativamente à estirpe controlo.que é tida como a referência para a resistência 
intrínseca por efluxo. (Martins et al, 2006). 
2) Utilização do termociclador em tempo real Rotor-GeneTM 3000 (Corbett 
Research, Sydney, Austrália), em que é possível observar a actividade de efluxo em 
tempo real por medição fluorimétrica directa do efluxo de EtBr das células bacterianas 
(Viveiros et al, 2008). 




 Estas metodologias são ainda complementadas pela alicação do Método de 
Screening da actividade dos EPIs que procura avaliar o efeito dos EPIs nas estirpes e 
assim confirmar, por uma metodologia mais simples do que a determinação das CMIs, 
na presença dos EPIs, a presença de sobre-expressão de BEs e a possível reversão da 
resistência pelos mesmos.  
3) Para a determinação genotípica desta sobre-expressão, utilizou-se a Reacção de 
Polimerização em Cadeia (Polimerase Chain Reaction – PCR) por transcrição reversa 
em tempo real quantitativo (qRT - PCR – quantitative Reverse Trascription- Polimerase 
Chain Reaction), para a determinação da expressão dos genes que codificam para as 
BEs que estão sobre-expressas nos isolados em estudo (Viveiros et al, 2005).  
Os fundamentos teóricos e práticos de cada uma dests técnicas e metodologias 

















II. OBJECTIVOS  
 
 - Objectivo geral 
Caracterização biológica, fenotípica e genotípica, dos mecanismos de resistência 
intrínseca aos antibióticos por sobre-expressão de BEs em estirpes de E. coli, sujeitas a 
pressão antibiótica prolongada em ambiente hospitalar. 
 
- Objectivos específicos   
Detectar, quantificar e caracterizar a componente de efluxo activo de antibióticos 
nos mecanismos de resistência presentes nas estirpes clínicas de E. coli com fenótipo de 
MDR isoladas no Serviço de Patologia Clínica do Hospital dos SAMS; 
 
- Determinar as CMIs para diversos antibióticos, aos quais os isolados E. coli em 
estudo são resistentes (estirpes multirresistentes MDR) e usar EPIs, com o objectivo de 
avaliar o seu potencial efeito na diminuição ou reve são da resistência aos antibióticos 
nestas estirpes MDR; 
 
- Melhorar o conhecimento sobre os mecanismos através dos quais as BEs actuam 
ao nível da bactéria, aumentando a sua resistência i trínseca aos antibióticos. 
Desenvolver e aplicar, em situações reais, novas tecnologias que permitam a detecção e 
quantificação deste fenómeno e contribuir para a avliação de possíveis novas 
alternativas terapêuticas que permitam evitar ou diminuir este fenómeno em estirpes de 
E. coli causadoras de infecção em ambiente hospitalar. 
 





III.MATERIAL E MÉTODOS 
 
1.Estirpes clínicas e controlo 
As estirpes clínicas utilizadas no estudo são provenientes de diferentes serviços do 
Hospital dos SAMS como dos Serviços Ambulatórios. O Hospital dos SAMS é 
constituído por 11 pisos, e dispõe:  
- 121 Camas de internamento;  
- Bloco Operatório com 4 salas de grande e média cirurgia, mais uma sala de 
pequena cirurgia no Hospital Ambulatório; 
- UCIP (Unidade de Cuidados Intensivos Polivalente) com capacidade de 8 camas 
de internamento, duas das quais permitem o isolamento dos doentes, admitindo doentes 
quer do foro médico quer do foro cirúrgico; 
- 3 Unidades de Cuidados Intermédios; 
- Maternidade com 3 salas de parto, 1 sala de operações, 1 sala de recobro. 
- Neonatologia com UCI e berçário; 
- Atendimento Permanente em Ginecologia/Obstetrícia; 
- Nefrologia e Diálise; 
- Meios Complementares de Diagnóstico (Análises Clínicas, Anatomia Patológica, 
Imagiologia incluindo TAC e RM, Cardiologia); 
- Exames especiais, incluindo endoscopias, CPRE's e angiografias. 
- Urgência referenciada (pelo Atendimento Permanente do Centro Clínico, Médico 
Assistente, Unidade Hospitalar e INEM). Não existe Urgência Pediátrica, Urológica, 
Oftalmológica, Neurocirúrgica, de Otorrinolaringologia e de Cirurgia Vascular.  




Foram cedidas pelo Laboratório de Patologia Clínica do SAMS, 8 estirpes de E. coli 
MDR representativas do período temporal iniciado no último semestre de 2007 e 
terminado no primeiro semestre de 2008. 
As estirpes foram isoladas nos meios de cultura clássi os para isolamento de 
Enterobactereaceas, nomeadamente Gelose de Sangue e MacConkey Agar (bioMérieux, 
La Balme, França), de acordo com o protocolo de trabalho que é utilizado na rotina do 
laboratório para isolamento de microrganismos a partir de amostras clínicas. Para a sua 
identificação, após re-isolamento em meio gelosado para obtenção de um isolamento 
puro, utilizou-se o sistema VITEK® 2 (bioMérieux) e restantes técnicas de identificação 
de acordo com as recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI, 2006). 
As estirpes de E. coli foram codificadas como: estirpe 5, 9, 12, 13, 14, 16, 18, 19. 
Esta numeração foi efectuada pelo serviço de forma a permitir a codificação das 
amostras, assegurando assim a confidencialidade dos resultados e protecção dos doentes 
de onde as estirpes foram isoladas, tendo sido obtido o consentimento da direcção do 
Hospital dos SAMS.  
Segundo os dados da vigilância epidemiológica (ano de 2006), fornecidos pelo 
Laboratório de Patologia Clínica do Hospital dos Serviços de Assistência Médico-
Social do Sindicato dos Bancários do Sul e Ilhas, Hospital dos SAMS, a estirpe isolada 
em maior percentagem durante o ano de 2006 neste Hospital foi E. coli com 21%, 
seguida dos fungos leveduriformes com 13%. No que diz respeito às infecções 
sistémicas nosocomiais, E. coli posicionou-se no 6º lugar com 9%, sendo que esta ocupa 
o 1º lugar com 16%, nas amostras de pus isoladas e e urina com cerca de 31%. No 
respeitante a infecções do trato respiratório E. coli ocupou o 3º lugar com 11% de todos 
os agentes de infecção respiratória isolados neste ho pital em 2006. De entre os isolados 




de E. coli durante 2006 mais de 20% evidenciava resistência a duas ou mais classes de 
antibióticos com estrutura diferente entre si (Pàges, 2007), o que as qualifica como 
MDR (SAMS, comunicação pessoal).  
Comparando com estatísticas equivalentes para os ans noventa, para o mesmo 
hospital, verificou-se um significativo aumento de infecções a E. coli, com 
multirresistência associada, com diminuição proporcional de outros agentes 
multirresistentes, como o Methicillin-resistant S aphylococcus aureus (MRSA) ou os 
Enterococcus, devido às rigorosas medidas de control  e monitorização destas infecções 
implementadas no hospital desde essa data (SAMS, comunicação pessoal). 
Na tabela III.1 encontram-se sumariados os dados cedidos pelo Laboratório de 




































Diálise Sem AB prévia 
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( >= 16 R) 
Tobramicina 
(>= 16 R) 
Norfloxacina 
(>= 16 R) 
Ofloxacina 



















Tabela III. 1 - Perfil de resistência e dados clínicos das estirpe clínicas de E. coli cedidas pelo 
Laboratório de Patologia Clínica do Hospital dos SAMS. Legenda: AB (antibioterapia), TSA 
(teste de sensibilidade aos antibióticos), R (resist nte), ♀ (feminino), ♂ (masculino),> 
(superior), = (igual) 
 
Todas as estirpes foram repicadas e inoculadas em 10 L de Mueller Hinton Broth 
(MHB) (Oxoid, Basingstoke Hampshire), a 37ºC com agitação (220 rpm), tendo-se 
observado a morfologia colonial em placas de Mueller Hinton Agar (MHA) (Oxoid). 
Foram feitos dois stocks das estirpes em meio MHB suplementado com 10% (v/v) de 
glicerol (J. T. Baker, Philipsburg, E.U.A.), e estes mantidos a - 80ºC. 
As estirpes laboratoriais utilizadas como controlo negativo e positivo de efluxo 
foram respectivamente: AG100 ou K12- ATCC23716 e AG100A adaptada à tetraciclina 















Cirurgia  ♀ 
Ampicilina 
(>= 32 R) 
Norfloxacina 
(>= 16 R) 
Ofloxacina 



































































thi-1 rpsL xyl mtl ∆ (gal-uvrB) supE44), que contém a BE AcrAB intacta e funcional 
(George & Lèvy, 1983), tendo sido gentilmente cedida por Hiroshi Nikaido (University 
ofCalifornia Berkeley, CA). A estirpe AG100ATET (argE3 thi-1 rpsL xyl mtl galK 
supE441 ∆(gal-uvrB)λ-, ∆acrAB:kan) possui resistência fenotipica induzida à 
tetraciclina por sobre-expressão de BEs e resistênca genética à canamicina por inserção 
do gene Kanr do transposão Tn903, tendo assim sido crescida com adição de canamicina 
(100 µg/mL) e tetraciclina (8 µg/mL) em MHB (Okusu et al, 1996; Viveiros, 2005).  
 
 2. Antibióticos e compostos antimicrobianos  
 
Os antibióticos usados para a realização dos ensaios foram seleccionados com base 
no perfil de resistência das estirpes clínicas MDR, obtido pelo antibiograma realizado 
no serviço de patologia clínica do Hospital dos SAMS, pelo uso do sistema de 
identificação automatizado VITEK® 2 (bioMérieux), sendo representativos das classes 
de antibióticos à qual a estirpe exibia resistência laboratorial e clínica. 
Os antibióticos seleccionados foram: ampicilina (AMP), gentamicina (GEN), 
ciprofloxacina (CIP), trimetoprim/sulfametoxazole (TMP); pertencendo às classes de 
antibióticos β-lactâmicos, aminoglicosídeos, fluoroquinolonas e sulfonamidas 
respectivamente, que foram fornecidos pela Sigma Aldrich Química S.A. (St Louis, 











Antibiótico Solução stock 
(concentração) 
Carga do Disco 
(µg) 
Ampicilina 2 mg/mL 10  
Gentamicina 1024 µg/mL 10  
Ciprofloxacina 640 µg/mL 5  
Trimetoprim/ 
sulfametoxazole 
12 mg/mL 1.25/23.75  
Tabela III.2 -  Soluções e discos de antibiótico utilizados e suasrespectivas concentrações. 
 
Os compostos antimicrobianos seleccionados como inibidores de bombas de efluxo 
(EPIs) foram: clorpromazina (CPZ), tioridazina (TZ), verapamil (VP), L-Phe-L-Arg-β-
naphthylamide(PAN), carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), ácido 
etileno diamino tetracético (EDTA), adquiridos à Sigma- Aldrich Química S.A.Todas as 
soluções/diluições preparadas foram armazenadas devidamente a -20ºC, excepto as 
soluções de  EDTA que foram armazenadas à temperatura ambiente (Tabela III.3). 
Composto Solução stock 
CCCP      0.5 mg/mL em água bidestilada estéril e metanol  1:1  
(preparação sob aquecimento a 45ºC) 
CPZ 10 mg/mL em água bidestilada estéril 
PAN 25 mg/mL em água bidestilada estéril 
TZ 19 mg/mL em água bidestilada estéril 
VP 15 mg/mL, 32 mg/mL em água destilada 
EDTA 0.5 M em água bidestilada estéril, e pH ajustado a 8.0 
(preparação sob aquecimento a 45ºC) 
Tabela III. 3 - Soluções stock dos compostos antimicrobianos utilizadas neste trabalho.  
 
 





3. Reagentes utilizados na actividade experimental 
 
Os reagentes utilizados na actividade experimental, encontram-se descritos na 
seguinte Tabela III.4. 
Solução Composição/Preparação da solução stock 
PBS 
 (Sigma-Aldrich) 
10 mM tampão fosfato; 2.7 mM KCL; 137 mM NaCl, 
pH 7.4 
TAE 1x 40 mM Tris-acetato; 1  mM EDTA, pH 8.0 
TE 1x Tris-HCL 10mM pH 8.0; EDTA 1mM, pH 8.0 
EtBr  
(Sigma-Aldrich) 
10 mg/ml (água bidestilada, preparado sob aquecimento 




1500 unidades em 1.5 mL de água RNase-fre  
Lisozima 
 (Sigma-Aldrich)   
10 mg/mL em água bidestilada estéril  
Tabela III. 4 – Soluções tampão, enzimas e corantes utilizados neste trabalho. 
 
4.Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) e 
concentração mínima bactericida (CMB) para antibióticos e 
EPIs  
 
As CMIs para os antibióticos e EPIs foram determinadas de acordo com as normas 
do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2006). Como referido 
anteriormente, foram utilizadas 8 estirpes clínicas de E. coli e AG100/AG100ATET 
(estirpes controlo) para a determinação inicial das CMIs dos EPIs a testar. O 




crescimento das estirpes bacterianas para a determinação das CMIs foi feito em MHB, 
(Oxoid, Basingstoke Hampshire), sendo as pré-culturas incubadas a 37ºC com agitação 
(220 rpm), durante a noite. A densidade óptica (DO600nm) das estirpes foi ajustada a 0.5 
na escala de McFarland em tampão fosfato (PBS) (10 µL de cultura em 10 mL de PBS). 
A CMI para cada agente foi determinada pelo método de microdiluição em meio 
líquido, em placas de 96 poços. Foram efectuadas diluições seriadas dos antibióticos de 
forma a se obter a concentração desejada e com o volume final de 170 µL, sendo 
posteriormente adicionado apenas 20 µL de inoculo na placa. De seguida as placas 
foram incubadas por 18h a 37ºC e a sua leitura realizad  às 16 e 18 horas, considerando-
se a CMI como a menor concentração de antibiótico a partir da qual não é visível o 
crescimento da estirpe, comparando-se sempre com o controlo do meio de cultura e com 
o controlo sem antibiótico. Para a interpretação dos resultados das CMIs compararam-se 
os mesmos com os breakpoints definidos no CLSI (CLSI, 2006). 
Seguiu-se a determinação da CMB, em que se retiraram 100 µL dos poços que não 
apresentavam crescimento e plaqueou-se em MHB, incuba do-se por 18 horas a 37ºC. 
Para a determinação da CMB, considerou-se a menor co centração de antibiótico onde 
não se observou crescimento nas placas de cultura. 
  
5. Método de Screening de BEs - EB-Agar Cartwheel Method 
  
O método utilizado nesta tese é uma versão modificada do método EB-Agar Method 
(Martins et al, 2006), tendo como objectivo, a avaliação do aumento da actividade de 
BEs em estirpes bacterianas multirresistentes. 
As estirpes foram crescidas em Tryptone Soya Broth (TSB) (Scharlau Chemie SA-
Barcelona, Espanha) e foram utilizadas placas de Tryptone Soya Agar (TSA) (Scharlau 




Chemie SA) contendo concentrações crescentes de EtBr, 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 µg/mL 
diluídas a partir de uma solução st ck de 1mg/mL de EtBr.  
Após preparação das placas, e ajuste das culturas bacterianas a 0.5 na escala de 
MacFarland, foi feito o espalhamento das estirpes com zaragatoa esterilizada bem como 
dos controlos negativo (AG100) e positivo (AG100ATET) de efluxo, em linhas 
desenhadas para a localização de cada estirpe.  
Depois de inoculadas, as placas foram incubadas por 16h e 18h a 37ºC e foram 
observadas num transiluminador U.V. (Uvi Tec Limited-Cambridge, Inglaterra), que 
pela excitação do EtBr à luz ultravioleta, torna possível observar a fluorescência emitida 
por cada estirpe, comparativamente às estirpes control . 
Em seguida, a fluorescência foi registada num aparelho Gel-doc XR (Bio-Rad 
Laboratories Inc., Hercules, CA, U.S.A.), onde é possível observar a fluorescência 
através da radiação U.V. e registá-la, procedimento s e repetido após 18h das placas 
armazenadas a 4ºC. O motivo pelo qual a fluorescência foi novamente gravada mas 
desta vez a 4ºC, baseia-se no processo de funcionamento das BEs, pois estas são 
dependentes de energia logo, ao se colocarem as placas a uma temperatura inferior, vai 
permitir que as BEs diminuam a sua actividade, acumulando mais EtBr no interior da 
célula, observando-se assim maior fluorescência nas estirpes estudadas. 
A interpretação dos resultados relaciona-se com a fluorescência, ou seja, as estirpes 
clínicas consideradas como tendo um aumento da actividade das BEs, são aquelas que 
apresentam menor fluorescência (acumulam menos EtBr no seu interior) que a estirpe 
de controlo negativo para o efluxo (AG100), a uma mes a concentração de EtBr, sendo 
o controlo positivo de efluxo aquele que não fluoresce às concentrações utilizadas 
devido à sua sobre-expressão de bombas de efluxo (AG100ATET).   
 





6. Método de Screening da actividade dos EPIs  
 
     As estirpes E. coli MDR que mostraram um aumento da actividade de BEs no 
método EB-Agar Cartwheel, foram inoculadas em MHB, tendo sido testadas na 
presença dos antibióticos para os quais estas exibiam resistência na presença e na 
ausência de EPIs. 
O objectivo desta técnica é visualizar quais os EPIs que ao impedirem o efluxo dos 
antibióticos, permitem a reversão ou redução da resistência em cada estirpe. Ou seja, 
detectar/confirmar a sobre-expressão das BEs, através da observação do crescimento 
bacteriano (turvação) em meio líquido na presença de antibiótico e observar a 
reversão/redução da resistência aos antibióticos na presença e ausência dos EPIs. 
Os discos de antibióticos utilizados foram adquiridos à Oxoid e as placas de cultura 
de células de 24 poços foram adquiridos à Nalgene (Nalge Nunc International, 
Washington, DC, EUA), como demonstrado na Figura III.1. O volume final que se 
pretende em cada poço é de 1 mL. Assim, o poço apenas com MHB (controlo) e com o 
disco do antibiótico corresponde a 1 mL, o poço com o EPI corresponde a 900 µL de 
meio de cultura, e os poços com o EPI e o inóculo correspondem a 800 µL de meio de 
cultura, sendo adicionado 100 µL quer de inóculo quer de EPI. Duas colunas de poços 
(8 no total) foram utilizadas para os controlos, consistindo em um poço apenas com 
MHB, outro com MHB e discos de antibiótico (controlos negativos), MHB e o inóculo 
(controlo positivo) e os restantes MHB e EPIs numa concentração correspondente a ½ 
da CMI e num volume de 100 µL (controlos negativos). Os controlos negativos são 
utilizados no sentido de se obter um controlo de est rilidade quer do meio de cultura 
(MHB) quer dos discos de antibióticos e soluções de EPIs. 





 Aos restantes poços foram adicionados os antibióticos, nóculo e EPIs, estes últimos 
a ½ da CMI, isto porque desta forma pretende-se evitar a inibição do crescimento 
devido ao efeito exclusivo do EPI. As placas foram cobertas com as respectivas tampas 
e colocadas a 37ºC, por uma hora para permitir a difusão do antibiótico no meio, 
procedimento este antes da aplicação nos poços dos EPIs e do inóculo (Figura III.1). 
 










Figura III.1 -  Representação esquemática do método de Scr ening da actividade dos EPIs. 
Legenda: MHB (meio Mueller Hinton líquido); AB-antibiótico.  
 
Os antibióticos e EPIs estudados para cada estirpe estão descritos na Tabela III.5. As 
diluições preparadas de EPIs utilizadas que por sua vez correspondem a ½ CMI num 
volume de 100 µL foram: 
CCCP a 50 µg/mL (2.43 mM) 
TZ a 250 µg/mL (0.614 mM) 
CPZ a 250 µg/mL (0.7036 mM) 
PAN a 200 µg/mL (0.385 mM) 
MHB AB 1 AB 3 AB 5 AB 7 AB 9 
MHB AB 1 AB 3 AB 5 AB 7 AB 9 
Estirpe AB 2 AB 4 AB 6 AB 8 AB 10 




     Com EPIs 




VP a 15 mg/mL (3 mM) 
EDTA a 4.6 µM (E. coli 19) e 9.3 µM (E. coli 5) 
As estirpes em estudo foram diluídas em 10 mL de PBS, num volume de 100 µL, o 
que permite o ajuste a 0.5 na escala de McFarland, se o posteriormente inoculadas nas 
placas de 24 poços, tendo-se permitido a incubação por 16h a 37ºC.  
Foi observada a turbidez ou ausência da mesma em todos os poços inoculados com a 
estirpe, permitindo perceber se houve ou não reversão da resistência, nos poços onde 
foram aplicados o disco de antibiótico, o EPI e o rspectivo inóculo.  
A ausência de turbidez significou reversão total da resistência e o meio menos turvo 
indicou a redução da resistência. Os poços que apresentaram redução ou inibição do 
crescimento foram plaqueados num volume de 100 µL, e incubados a 37ºC, permitindo 
a contagem das unidades formadoras de colónias (UFC). Para este procedimento ser 
possível, teve que se recorrer a diluições seriadas de cada poço (até um máximo de 
E+13) e inóculou-se as diluições pretendidas em cada placa (mínimo 3 para cada poço) 
tendo sido posteriormente incubadas durante a noite. Procedeu-se à contagem das 
UFCs, e representou-se graficamente os resultados correspondentes à média das três 
placas por poço.  
De referir, que com esta metodologia, é possível confirmar que as estirpes mantêm o 
seu fenótipo MDR, pois estas crescem no poço com o disc  de antibiótico, logo são-lhe 
resistentes. Assim, ao se adicionar o EPI e a turbidez do poço é reduzida ou inibida, 
podemos inferir o efeito do EPI sobre a resistência prévia devida à actividade de efluxo. 
Após a realização deste método, foram seleccionadas os EPIs que evidenciaram 
reversão ou redução da resistência das estirpes clínicas aos antibióticos. 
 
 




E. coli Antibióticos testados EPIs 
5 
 
Ampicilina Trimetoprim CCCP 
12 
 
Ampicilina Trimetoprim TZ 
13 
 
Gentamicina Trimetoprim VP 
16 
 
Trimetoprim Ciprofloxacina PAN 
19 
 
 Ciprofloxacina EDTA 
Tabela III. 5- Estirpes clínicas e respectivos antibióticos/EPIs testados. 
 
7.Método de Screening de BEs-EB-Agar Cartwheel Method / EPIs 
 
Como já foi referido, este método foi utilizado com o objectivo fundamental de 
seleccionar quais as estirpes clínicas que evidenciavam sinais de sobre-expressão das 
BEs.  
A variação ao método, isto é, a adição de EPIs às placas, constituí uma aplicação 
importante, uma vez que desta forma é possível observar o efeito directo dos EPIs na 
acumulação de EtBr nas colónias quando estas crescem em placas com diferentes 
concentrações de EtBr (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 µg/mL) e na presença do EPI.  
Procedeu-se à preparação das placas de TSA com EtBr nas concentrações já 
referidas anteriormente, sendo adicionados os EPIs em volume inferior a 1 mL, a 20 mL 
de meio de cultura gelosado. As concentrações usadas foram: ½ da CMI para todos os 
EPIs, de forma a não se verificar efeito sobre a replicação da estirpe, e as concentrações 
das soluções tocks utilizadas de VP foi de 40 mg/mL, TZ de 19 mg/mL e CPZ de 12 
mg/mL. 




As estirpes foram diluídas em PBS, 10 µL do inoculo em 10 mL de tampão, 
(correspondendo a 0.5 na escala de MacFarland) e foi f it  um esfregaço em toda a 
placa. 
As placas foram incubadas durante a noite a 37ºC, foram tiradas fotografias das 
colónias crescidas em placas com EPI e em placas controlo (sem EPI) (Gel-doc XR 
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, U.S.A.), estabelecendo-se a comparação de 
fluorescência entre ambas. 
Assim, é possível concluir que as placas com EPI que evidenciam maior 
fluorescência comparativamente ao controlo da mesma estirpe em placas sem EPI, o 
efeito inibitório deste ao nível da actuação das BE leva a uma maior acumulação de 
EtBr e como tal, permite-nos confirmar as suspeitas anteriores de que as estirpes 
clínicas evidenciavam sinais de sobre-expressão das BEs.  
 
8.Método de Kirby-Bauer e Etest® 
 
Estes métodos foram realizados de acordo com as recomendações do CLSI (Clinical 
and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2006), tendo como principal objectivo a 
determinação do padrão de resistência/susceptibilidade as estirpes na técnica de Kirby-
Bauer e a quantificação das CMIs em meio sólido na técnica de E-test® (AB Biodisk, 
Solna, Suécia).   
As estirpes foram crescidas durante a noite em MHB e incubadas a 37ºC, com 
agitação de 220 rpm. Após incubação a DO600nm foi ajustada a 0.5 na escala de 
MacFarland. Foi feito um esfregaço em toda a placa, colocando-se a posteriori (10 
minutos após o esfregaço) os discos impregnados de antibiótico a pelo menos 15 mm 
dos bordos da placa. Após 15 minutos de difusão do disco, inverteram-se as placas e 




foram incubadas a 37ºC durante a noite (18 horas). O halo de inibição foi medido e os 
resultados registados, de acordo com as tabelas de interpretação do CLSI, podendo-se 
classificar a estirpe como resistente, intermédia ou sensível. 
Este método sofreu alterações, uma vez que se utilizo  placas com EPIs, de forma a 
avaliar o seu efeito em termos de halo de inibição. Em cada ensaio foi inoculada uma 
placa contendo MHA, que funcionou como controlo apen s com disco de antibiótico 
aplicado no centro da placa e as restantes placas de MHA com os EPIs (a ½ CMI).  
As concentrações usadas de EPIs foram: 
- TZ a 50 µg/mL 
- CPZ a 25 µg/mL 
- VP a 1500 µg/mL 
No que diz respeito ao método do Etest® (AB Biodisk), é uma técnica que permite 
quantificar o valor da CMI em meio sólido. Este método pode ser utilizado tanto em 
estirpes Gram-positivas como em Gram- negativas.  
O sistema consiste numa tira inerte e não porosa impregnada num antibiótico 
específico, em concentrações pré-definidas sendo aplicada no centro da placa. Este 
método para além da determinação da CMI, permite verificar a redução da mesma em 
meio sólido, quando a tira é aplicada numa placa contendo um determinado EPI. 
Os EPIs testados foram os que apresentaram resultados de reversão ou redução da 
resistência, e as concentrações foram as mesmas utilizadas para o Kirby- Bauer.  
A estirpe a testar foi incubada em 5 mL de MHB durante a noite, posteriormente 
diluída em PBS, de forma a se ter uma turbidez da suspensão bacteriana, equivalente a 
0.5 na escala de MacFarland. 
Esta suspensão foi depois aplicada na placa com o auxílio de uma zaragatoa, 
deixando-se secar durante 10 minutos. Aplicou-se de seguida a tira no centro da placa 




de MHA, com o auxílio de uma pinça estéril, aplicando alguma pressão, e após 15 
minutos inverteram-se as placas de agar e incubou-se a 37ºC durante cerca de 18 horas. 
A leitura da CMI foi efectuada no ponto de intersecção entre a elipse de inibição e a 
escala da tira do Etest® de acordo com as instruções do fabricante. 
Assim foi possível obter um resultado adicional de concordância com os outros 
métodos utilizados na avaliação do efeito dos EPIs em estirpes clínicas. 
 
9.Fluorimetria em termociclador de tempo-real (Rotor-Gene 
3000TM ) - método semi-automático com a utilização de EtBr 
 
Este método consiste na utilização de um termociclador, Rotor-Gene 3000TM, com 
software de análise em tempo real (Corbett Research, Sydney, Austrália) para a 
visualização do efluxo activo nas estirpes clínicas que evidenciavam sinais de sobre-
expressão das BEs. Este instrumento permite a selecção ideal dos comprimentos de 
onda para a detecção da fluorescência de determinados compostos e reagentes, no caso 
do EtBr, a detecção da excitação é 530 nm e da emissão é 585 nm band pass e high pass 
filters respectivamente, que são filtros de detecção que permitem detectar os fluóforos 
como o EtBr.  
Para este estudo foram levados a cabo dois ensaios fundamentais: o ensaio de 
acumulação e o de efluxo de EtBr tendo sido estudado o efeito da fonte de carbono 
(energia) e o efeito inibitório dos EPIs. 
Este método apresenta uma grande sensibilidade e permite m tempo real observar e 
registar o comportamento da estirpe no que diz respeito à acumulação e ao efluxo do 
EtBr.  




Para este método, as estirpes foram crescidas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) 
preparado no laboratório com peptona, extracto de levedura (Merk-Darmstadt, 
Alemanha), agar (Scharlau-Barcelona Espanha) e clorto de sódio (Panreac Química 
SA-Barcelona Espanha) e as culturas incubadas a 37ºC com agitação (220 rpm), entre 
2h30 e 4h até atingir uma DO600 nm de 0.6 (Viveiros et al, 2008). 
As concentrações usadas de inibidores foram TZ a 500 µg/mL e CPZ a 500 µg/mL, 
EDTA a 300 µM e VP a 30 mg/mL. 
 
9.1. Ensaio de acumulação: 
 
O protocolo utilizado para a realização dos ensaios de acumulação, já tinha sido 
previamente optimizado por autores anteriores (Viveiros et al, 2008) e consistiu em 
determinar quais os compostos (EPIs) que induziam a cumulação intracelular máxima 
do EtBr relativamente à estirpe a analisar. 
As culturas bacterianas foram inoculadas em LB e incubadas a 37ºC até atingirem 
uma DO600 nm de 0.6, correspondendo à fase logarítmica ou fase expon ncial de 
crescimento, sendo a leitura efectuada num espectrofotómetro PU8620 UV/VIS/NIR 
(Pye/unicam Ltd, Philips, Cambridge, Reino Unido). Tanto para as estirpes clínicas 
como para a AG100, o tempo de crescimento foi variáel entre as 2 h30 e as 3h30. 
Quando esta condição foi atingida, uma alíquota de 1 mL foi centrifugada a 13000 
rpm durante 3 minutos, numa centrífuga (Biofuge pico Heraeus, DJB Labcare Ltd, 
Reino Unido). 
As células foram recolhidas lavando-se o pellet com tampão PBS pH 7.4, num 
volume de 1 mL, e após este procedimento novamente centrifugadas nas condições 
anteriores. 




Posteriormente, a DO600nm foi ajustada a 0.3 em PBS e adicionada glucose a 0.4 % 
(20 µL de uma solução de 20%), e EtBr numa concentração final de 1 µg/mL (5 µL de 
uma solução de 200 µg/mL, em 1mL de suspensão bacteriana). 
Foi distribuído 0.1 mL (valor recomendado pelo apoio técnico do Rotor-gene 
3000TM) em tubos de Eppendorf de 0.2 mL e de seguida adicionados os EPIs na 
concentração correspondente a ½ da CMI para as estirpes a testar. Foram também 
preparados tubos controlo, que consistem num tubo com EtBr na concentração utilizada, 
um tubo com a suspensão celular e glucose.  
As medições fluorimétricas em tempo real foram efectuadas a 37ºC no comprimento 
de onda anteriormente descrito e as aquisições de sinal de fluorescência foram 
efectuadas a cada 60 segundos, durante 100 ciclos (2h) de forma a captar o seu efluxo 
nos parâmetros anteriormente aplicados. 
 
9.2. Ensaio de efluxo: 
 
O protocolo já optimizado por outros autores foi testado (Viveiros et al, 2008), mas 
constatou-se que ao se recorrer ao mesmo, não se observ u efluxo nas estirpes clínicas 
comparativamente à E. coli AG100 (controlo), onde a curva padrão de efluxo era 
observada. Por este motivo, recorreu-se a uma optimização do protocolo em vigor na 
Unidade de Micobactérias do IHMT, tendo como base científica alguns artigos 
pesquisados em que se fazia referência ao uso de gelo durante a manipulação das 
alíquotas (Jernaes, M. W., Steen, H. B., 1994) e também o tempo de aquisição no 
termociclador de tempo real ser feita aos 30 segundos na utilização do Rotor-Gene 
3000TM. 




 Por se admitir que as BEs das estirpes clínicas se encontram sobre-expressas, a 
extrusão dos compostos será feita de forma mais rápida que a estirpe controlo, motivo 
pelo qual, não se conseguia “captar” o seu efluxo.  
Desta forma, decidiu-se ajustar o tempo da primeira aquisição de sinal no Rotor-
GeneTM para 15 segundos e posteriormente de 30 em 30 segundos. Sendo que toda a 
manipulação das alíquotas foi feita em gelo, para at s r a actuação das BEs e 
consequentemente a extrusão EtBr. 
 As culturas bacterianas foram inoculadas em LB a 37ºC até atingirem uma DO600nm 
de 0.6, medido num espectrofotómetro PU8600 UV/VIS (Pye/unicam Ltd, Philips). 
O primeiro passo deste protocolo corresponde à inibição das BEs, efectuando-se o 
carregamento das células com o inibidor que mais evidencia acumulação de EtBr. 
Esta primeira fase correspondeu ao protocolo levado  cabo no ensaio de 
acumulação, em termos de procedimento, mas ajustando-se a DO600nm a 1.0, ficando as 
células 1h em fase de carregamento à temperatura ambiente na ausência de glucose e 
protegidas da luz pois o EtBr é fotossensível (Viveiros et al, 2008). 
Após este período, as células são centrifugadas e é-lhes adicionado PBS conservado 
a 4ºC num volume de 1 mL, dividindo-se a amostra em igual volume (500 µL) em 
alíquotas de 1 mL. A metade da amostra adicionou-se 10 µL de glucose a 20%, sendo 
distribuídos 100 µL por microtubos de 0.2 mL e 95 µL nos microtubos onde se 
adicionaram os EPIs.  
Toda a manipulação foi feita em gelo, assim como o seu transporte até ao aparelho 
Rotor-Gene 3000TM. 
A leitura de sinal foi feita num canal criado para o efeito com o mesmo 
comprimento de onda, 530/585 nm, mas a sua captura foi aos 15 segundos e 
posteriormente de 30 em 30 segundos durante 60 ciclos (1 h). 




Para a análise dos dados obtidos, é necessário a normalização dos mesmos, que 
consiste em atribuir o número 1 à fluorescência máxi a, e assim comparar a 
fluorescência obtida em cada ponto com a fluorescência obtida nas condições ideais de 
acumulação (estirpe na presença do EPI com o qual é carregada), sendo obtido por este 
método de normalização dos dados um gráfico de fluorescência relativa em função do 
tempo. 
 
10. Extracção de RNA total 
 
Previamente à extracção de RNA total, a bancada assim como as micropipetas 
utilizadas foram limpas com detergente para evitar a degradação do mRNA pelas 
RNases (RNase away (Molecular BioProducts, San Diego, USA)). 
O kit de extracção do mRNA utilizado foi o Rneasy® Mini Kit (Qiagen), sendo o 
primeiro passo a adição de um reagente de protecção às células, RNAprotect bacteria, 
de forma a se manter intacto o perfil de mRNA antes da lise. 
As estirpes foram inoculadas em meio LB no volume correspondente a 5 mL, e 
incubadas a 37ºC com agitação de 220 rpm, até atingirem uma DO600nm de 0.6. 
A presença do antibiótico no crescimento bacteriano em concentrações abaixo da 
sua CMI, obriga as bactérias a sobre-expressar as suas BEs, daí a importância de se 
adicionar o antibiótico ao meio de cultura para extracção de mRNA.  
Da cultura, retiraram-se 500 µL e num microtubo estéril de 1.5 mL adicionou-se o 
reagente de estabilização de RNA, tendo-se agitado por 15 segundos e posteriormente 
incubado por 5 minutos à temperatura ambiente. 




Recolheram-se as células bacterianas por centrifugação  9000 rpm, durante 10 
minutos, numa centrífuga (Biofuge pico Heraeus, DJB Labcare Ltd), tendo-se 
decantado o sobrenadante. 
Ressuspendeu-se o pellet bacteriano em 100 µL de tampão TE (10 mL de Tris- 
HCL, 1 mL de EDTA, pH 8.0) e 400 µg/mL de lisozima, deixando-se incubar durante 5 
minutos. 
De seguida preparou-se o tampão RLT, com a junção de β- Mercaptoetanol na 
proporção de 1% (v/v) (1 µL de β- Mercaptoetanol em cada 100 µL de RLT), 
procedimento este realizado nahotte, devido à toxicidade do último. Seguidamente foi 
adicionado 500 µL de tampão RPE. 
Após este passo, foram adicionados a cada amostra 350 µL de RLT com β- 
Mercaptoetanol, tendo-se agitado bem até o líquido ficar translúcido, centrifugou-se a 
13 000 rpm durante 2 minutos. 
Transferiu-se o sobrenadante para um microtubo estéril de 1.5 mL com um volume 
aproximado de 450 µL, e adicionou-se 250 µL de etanol puro (96 a 100%), 
homogeneizou-se por pipetagem. 
Depois dos primeiros passos de preparação das amostr s, o volume total de cerca de 
700 µL foi transferido para uma coluna mini RNAeasy adaptada a um microtubo de 2 
mL.  
A amostra foi então centrifugada a 13000 rpm em 15 segundos. Desprezou-se o 
eluído que se encontrava no tubo de 2 mL reaproveitando-se o mesmo. 
É de salientar que se efectuou um passo opcional intermédio que diz respeito à 
digestão com DNase, de forma a evitar contaminações. 




Foi preparado uma solução contendo tampão RDD num volume total de 70 µL e 
adicionado 10 µL de DNase I (1500 unidades em 550 µL de RNase-free água (H2O)), 
misturou-se bem invertendo o tubo. 
Adicionou-se primeiramente 350 µL de tampão RW1 à coluna Rneasy e 
centrifugou-se durante 15 segundos a 13000 rpm, descartando-se o sobrenadante. 
Depois aplicou-se a solução de DNase e RDD directamente na coluna e deixou-se 
incubar a 37ºC durante 30 minutos. 
Após este período, foi adicionado novamente 350 µL de RW1 à coluna e voltou-se a 
centrifugar a 13000 rpm durante 15 segundos, transferi do-se a coluna para um novo 
tubo colector de 2 mL. 
Este passo opcional ficou concluído, e como tal prosseguiu-se o protocolo de 
extracção, adicionando-se 500 µL de tampão RPE com centrifugação posterior a 13000 
rpm em 15 segundos. Desprezou-se o líquido e reutilizou-se o tubo colector. 
Este passo foi novamente repetido, adicionando-se 500 µL de tampão RPE e 
centrifugou-se nas mesmas condições para eliminar os resíduos de etanol da coluna. 
A coluna foi transferida para um microtubo estéril de 1,5 mL e foi-lhe adicionado 40 
µL de H2O Rnase- free, centrifugando-se a 13000 rpm por 1 minuto.  
Voltou-se a repetir este último passo, juntando-se novamente 40 µL de H2O, 
centrifugando-se nas mesmas condições, obtendo-se um vol me final de extracção de 
70 µL, com cerca de 70 µg de RNA total, o que corresponde a uma solução de 1 µg 










11. Análise génica das estirpes clínicas por qRT-PCR  
 
Este método de reacção de polimerização em cadeia com transcrição reversa, 
permite detectar mRNA em pequenas quantidades. Torna possível a amplificação 
enzimática de sequências definidas de RNA, permitindo quantificar os mRNAs e desta 
forma, verificar a presença de alterações na expressão de genes relativamente a uma 
estirpe controlo.  
O primeiro passo deste método corresponde à passagem do mRNA para cDNA, para 
permitir ser amplificado por PCR de forma exponencial, pelo que é necessária a enzima 
transcriptase reversa (RT).      
A RT, também designada DNA polimerase RNA dependente, é uma enzima DNA 
polimerase que transcreve o RNA de cadeia simples em DNA de cadeia dupla.  
O PCR em tempo real permite quantificar o produto de amplificação de cada ciclo 
de forma imediata utilizando um marcador fluorescente, que se intercala nas cadeias 
duplas de DNA, que se designa SYBR Green (Qiagen). A amplificação e a respectiva 
fluorescência detectada corresponde à quantidade de DNA produzido em cada ciclo. 
Os primers testados para as estirpes clínicas foram o acrA, acrB, acrE, acrF, emrB, 
yhiV, marA e como housekeeping gene o Gap A1 (gliceraldeído 3-fosfato 
desidrogenase) que codifica para uma enzima interveniente na glicólise. Os primers 
utilizados neste trabalho encontram-se descritos na Tabela III.6. O Gap A1 é utilizado 
uma vez que é possível com este comparar de forma relativa os genes testados para a 
estirpe clínica e estirpe controlo, pois este gene apr senta uma variabilidade mínima na 
expressão. 
 







































acrE GCCCTCCTTTATTCTGATCTGGCTATACGATAAGCATTGG 166 
Tabela III. 6 - Sequências nucleotídicas dos primers usados na metodologia qRT - PCR, e 
respectivos amplicões utilizados neste trabalho. (Viveiros et al, 2007). 
 
O RT-PCR em Tempo Real foi realizado através do QuantiTect SYBR Green RT-
PCR Kit (Qiagen), no termociclador Rotor-GeneTM (Corbett Research).  
Neste sistema é preparada uma mistura (MIX) que contem RNAse-free water, 
tampão de reacção quantitect e enzima RT, e cujo volume é calculado para o número d  
reacções a realizar,  sendo de salientar que toda a prep ração das soluções foi efectuada 
com conservação dos compostos em gelo. 
Depois da MIX preparada, esta foi distribuída em igual volume pelos tubos de 0.1 
mL que correspondem aos genes a testar, em duplicado (estirpe controlo e estirpe 
clínica). 
Os primers foram depois adicionados (left/right) em cada tubo de reacção e foi 
também usado um controlo de DNA e controlo negativo. Para o controlo de DNA, a 
MIX foi preparada individualmente sem a enzima RT. 




Após a preparação dos tubos de reacção, foi adicionado o mRNA de cada estirpe 
exceptuando o controlo negativo. Para os controlos f ram também utilizados primers 
aleatórios.  
Os tubos de reacção foram colocados no termociclador Rotor-GeneTM, reacção com 
duração de aproximadamente 202 minutos. 
Os primeiros 30 minutos correspondem ao passo da transcrição reversa a uma 
temperatura de 50ºC, e de seguida a activação inicial do PCR a 95ºC durante 15 
minutos. 
Seguem-se 35 ciclos que correspondem à desnaturação, emparelhamento, extensão 
de 60 segundos cada, e a temperaturas de 94ºC, 52ºC, 72ºC respectivamente. 
No final da reacção são efectuados dois passos adicionais, o primeiro de 5 minutos a 
72ºC e o segundo de 15 segundos a 50ºC. Para a quantificação do mRNA de cada gene, 
foi utilizado o método CT (Comparative Threshold Cycle) tendo-se normalizado os 
dados os dados através da expressão matemática: 2- (∆CPamostra- ∆Cppreferência).  
A forma de se poder controlar a quantidade de DNA complementar obtido que 
corresponde ao mRNA inicial da amostra, é estabelecendo uma comparação entre o 
gene housekeeping e a expressão de cada gene estudado, assim, é possível reduzir a 
influência de factores como a quantidade de RNA obtid  em cada extracção e a 














1. Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) e 
concentração mínima bactericida (CMB) das estirpes clínicas para 
os inibidores de BEs (EPIs) 
 
Antes de se poder iniciar o nosso trabalho experimental  no sentido de se efectuar a 
caracterização biológica, fenotípica e genotípica dos mecanismos de resistência 
intrínseca aos antibióticos por sobre-expressão de BEs em estirpes de E. coli sujeitas a 
pressão antibiótica prolongada em ambiente hospitalar, há que determinar os limites de 
efectividade de cada um dos compostos a utilizar neste trabalho de forma a garantir que 
as concentrações utilizadas não afectam a viabilidade celular mas apenas a actividade de 
efluxo (Viveiros et al, 2005). 
Por este motivo e como descrito previamente nos materiais e métodos, foram 
determinadas as CMIs e as CMBs para os EPIs a serem utilizados neste trabalho, de 
forma a ser possível testar o seu efeito como inibidores das BEs em estirpes de E. coli 
multirresistentes. Estes ensaios foram realizados em duplicado, sendo os resultados 
concordantes entre ensaios.  
Assim sendo, apresenta-se na Tabela IV.1 e IV.2, os valores encontrados para as 
CMIs e CMBs dos compostos utilizados na realização dos ensaios, para o caso 
particular de cada estirpe E. coli MDR estudada neste trabalho e estirpes controlo.  
 
 




Tabela IV. 1 - CMI dos EPIs para as estirpes clínicas. Legenda: > superior à concentração; 
CPZ-Clorpromazina; TZ-Tioridazina; VP-Verapamil; CCP-carbonyl cyanide m-
chloRophenylhydrazone. PAN- L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide. 
 
 
Tabela IV. 2 - CMI de outros compostos testados para as estirpes clínicas. Legenda: > 
superior. EDTA- ácido etileno diamino tetracético; EtBr- Brometo de etídeo. ND- não 
determinado. 
* Valores determinados em Viveiros et al, 2005. Inducement and reversal of tetracycline 
resistance in E. coli K-12 and expression of proton gradient-dependent multidrug efflux pump 
genes. AAC; 49(8): 3578-3582. 
 
Após determinados os valores das CMIs para cada composto, foi utilizada a ½ 
CMI para cada um deles, de acordo com os resultados para cada estirpe. Deve-se fazer 
E. coli 





















AG100 60 ND > 3000 > 3000 100 >100 10 >10 >100 >100 
AG100ATET 100 ND > 3000 > 3000 120 >120 20 >20 >100 >100 
5 50 50 >1500 >1500 85 170 >20 >20 500 >500 
9 50   50 >1500 >1500 100 100 >20 >20 >100 >100 
12 50 100 >1500 >1500 100 100 >20 >20 >100 >100 
13 50 50 >1500 >1500 100 100 >20 >20 500 >500 
14 50 50 >1500 >1500 100 100 >20 >20 >100 >100 
16 100 100 >1500 >1500 100 100 >20 >20 250 >250 
18 50 50 >1500 >1500 100 100 >20 >20 >100 >100 
19 50 50 >1500 >1500 100 100 >20 >20 500 >500 
E. coli 
EDTA EtBr 
CMI (mM) CMB (mM) CMI (mg/L) CMB (mg/L) 
AG100 ND ND 150* >150 
AG100ATET ND ND >200* >200 
5 1,87 30 >50 > 50 
9 1,87 30 >50 > 50 
12 0,93 3,75 >50 >50 
13 0,93 30 >50 >50 
14 0,93 0,93 >50 >50 
16 0,93 30 >50 > 50 
18 0,93 1,87 >50 >50 
19 30 30 >50 > 50 




referência que no caso do VP, utilizou-se para todas as estirpes clínicas, a ½ CMI para a 
AG100, pois o valor para as estirpes clínicas seria demasiado elevado, assim como o 
valor de CCCP utilizado foi ½ CMI para a AG100, neste caso por este composto 
demonstrar efeito inibitório do crescimento em estudos anteriores. 
A concentração de EtBr utilizada nos ensaios de fluorimetria foi de 3 µg/mL, 
logo este valor é bastante inferior ao valor da CMI para todas as estirpes o que permite 
dizer que a concentração utilizada não influencia o crescimento da estirpe. 
As CMIs para os EPIs não apresentaram divergência etre nsaios e mostraram-
se semelhantes entre estirpes. Uma vez calculada a CMI ou o seu limite máximo, 
utilizou-se então a concentração referente a ½ de CMI para que nunca ocurresse 
inibição do crescimento da estirpe por acção directa do EPI. Há que garantir em cada 
ensaio, a actuação do EPI por si só, não tendo assim um efeito directo sobre a 
viabilidade das estirpes bacterianas (Viveiros et al, 2005 e 2007).  
 
2. Método de Screening de BEs - EB-Agar Cartwheel Method 
 
O método EB-Agar Cartwheel Method tem como objectivo a detecção rápida de 
estirpes bacterianas com aumento da actividade de BEs, sendo particularmente útil para 
se efectuar o despiste de estirpes bacterianas MDR (Martins et al, 2006). As oito 
estirpes de E. coli MDR disponibilizadas pelo Laboratório de Patologia Clínica do 
Hospital dos SAMS foram recultivadas em riscado efectuado sobre placas de TSA 
contendo concentrações crescentes de EtBr, (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 µg/mL), (Figura 
IV.1). Para cada placa efectuou-se um riscado de duas estirpes de referência 
comummente usadas no Laboratório de Micobactérias do IHMT, a estirpe E. coli wild-
type (AG100 ou K12- ATCC23716) que possui o nível de ref rência basal de actividade 




das BEs e a estirpe E. coli AG100ATET genotipicamente e fenotipicamente descrita 
como sobre-expressando BEs que bombeiam activamente EtBr (Viveiros et al, 2005 e 
2007).  
Depois de incubadas por 16h a 18h a 37ºC e observadas num transiluminador para 
registo da fluorescência emitida por cada estirpe, comparativamente às estirpes controlo, 
as estirpes consideradas como tendo um aumento da activid de das BEs são as que 
apresentam fluorescência a uma concentração de EtBr maior que a estirpe controlo E.
coli wild-type AG100, dado que esta sobre-expressão as capacita de efluxarem mais 
EtBr do que a estirpe de referência (Figura IV.2). O controlo positivo de efluxo (E. coli 
AG100ATET) fornece o referencial experimental de maior actividade de efluxo, uma vez 
que as suas colónias necessitam de concentrações superiores a 2.5 µg/mL de EtBr para 
fluorescerem, dada a elevada sobre-expressão de BEs desta estirpe, responsável por 

















Figura IV.1-Representação esquemática da localização das estirpes nas placas utilizadas no 
mètodo de Screening de BEs. 
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     EtBr [0 µg/mL]       EtBr [0.5 µg/mL]   EtBr [1.0 µg/mL]   EtBr [1.5 µg/mL]    EtBr [2.0 µg/mL]    EtBr [2.5 µg/mL] 
FiguraIV.2- Placas de TSA com EtBr com concentrações de 0 a 2.5 µg/mL – análise das 
estirpes clínicas e controlos de efluxo. A. Após incubação a 37ºC, B. Após manutenção a 4ºC. 
 
A Tabela IV.3, representa a concentração inicial de fluorescência das estirpes clínicas, 
quer a 37ºC quer a 4ºC. 
 
Estirpe E. coli MDR 
Concentração inicial de fluorescência 
( µg/mL)  
37ºC 4ºC 
AG100 1.0 1.0 
AG100Atet >2.5 >2.5 
5 2.0 2.0 
9 0.5-1.0 0.5-1.0 
12 0.5-1.0 0.5-1.0 
13 1.5-2.0 2.0 
14 0.5-1.0 0.5-1.0 
16 1.5-2.0 2.0 
18 0.5-1.0 1.0 
19 2.0-2.5 2.5 
Tabela IV.3- Concentração inicial de fluorescência das estirpes E. coli MDR em placas de TSA 
com EtBr com concentrações de 0 a 2.5 µg/mL, após incubação a 37ºC e 4ºC.  
  




A aplicação deste método permitiu verificar que das 8 estirpes em estudo, 4 
evidenciaram fluorescência a concentrações mais elevadas de EtBr, comparativamente à 
estirpe controlo E. coli AG100. O controlo positivo de efluxo, a estirpe AG100ATET 
demonstrou, conforme esperado, necessitar de valores superiores a 2.5 µg/mL de EtBr 
para fluorescer. 
Assim, as estirpes seleccionadas para prosseguimento do trabalho foram as estirpes 
E. coli MDR 5, 13, 16, e 19, tendo-se excluído as E. coli 9, 12, 14 e 18, que como é 
possível observar pelas imagens da Figura IV.2, fluorescem a concentrações de EtBr 
idênticas ou menores do que a estirpe wild-type e as restantes estirpes clínicas, 
permitindo inferir que estas estirpes têm menor sobe-expressão de genes codificantes 
para BEs que as restantes e como tal excluíram-se do estudo.  
Embora as fotografias da Figura IV.2 não permitam ua visualização clara das 
diferenças de fluorescência, era evidente ao olho do bservador, que as estirpes E.coli 
MDR 9, 12, 14 e 18 fluoresciam aos 0.5 µg/mL ou a 1 µg/mL de EtBr, enquanto a 
estirpe wild-type tinha fluorescência visível a 1 µg/ml.  
As restantes estirpes evidenciavam fluorescência a 1.5 µg/ml e superior. De notar 
que as estirpes E. coli MDR 5 e 19 foram as que apresentaram fluorescências a valores 
mais elevados (2 µg/ml e superior).  
Assumindo válido o pressuposto da nossa hipótese de trabalho de que um nível de 
fluorescência idêntico ou abaixo da verificada para a estirpe controlo E. coli wild-type 
não evidência sinais fenotípicos de sobre-expressão de BEs, coloca-se a hipótese do seu 
fenótipo de resistência aos antibióticos ocorrer por outros mecanismos, nomeadamente 
genéticos, e como tal afasta-se do objectivo definido para este trabalho, pelo que as 
estirpes E. coli MDR 9, 12, 14 e 18 não foram incluídas nos estudos posteriores. 




Como descrito nos materiais e métodos, a fluorescência foi registada tanto a 37ºC 
como a 4ºC, sendo possível observar uma maior fluorescência de todas as estirpes a 
4ºC, evidência relacionada com o facto de se suprir a energia por diminuição da 
temperatura e assim obrigar as BEs a reduzirem a sua actividade o que promove a 
acumulação de EtBr no interior das células. A visual zação da fluorescência das 
colónias depois de transferidas para 4ºC, permite aumentar a sensibilidade da diferença 
visual da fluorescência e confrontar os dados obtids a 37ºC. No entanto, onde se 
observa uma maior diferença em termos de visualização de fluorescência, é numa 
concentração de 2.0 µg/mL.  
Este método permite apenas uma avaliação em termos fen típicos das estirpes, a 
partir do qual se seleccionou as estirpes para as metodologias seguintes, que por sua 
vez, vão permitir validar ou excluir a hipótese destas estirpes clínicas MDR, 
fluorescerem a concentrações mais elevadas de EtBr em placas gelosadas por actividade 
aumentada das suas BEs devido a uma sobre-expressão da  mesmas, a qual estará 
directamente relacionada com o fenótipo de multirresistência. 
 
3. Método de Screening da actividade dos EPIs 
 
Como já referido no capítulo Materiais e Métodos, este método permite visualizar 
quais os EPIs, que ao se associarem aos antibióticos, permitem a reversão ou redução da 
resistência em cada estirpe, efeito este observado pela turvação ou ausência desta 
visualizada nas placas de 24 poços. 
Assim, e porque os compostos utilizados são inibidores de BEs, permite-nos inferir 
que o mecanismo de multirresistência associado às estirpes E. coli MDR está 
relacionado com a sobre-expressão de BEs ao se observar uma redução ou reversão 




dessa resistência. Foram então testadas as quatro esti pes clínicas MDR E. coli 
seleccionadas no ensaio anterior, por este método de screening, tendo-se testado quatro 
antibióticos (CIP, GEN, TMP, AMP), de acordo com o perfil de resistências 
apresentada por cada estirpe (Ver Tabela III.2 do capítulo Material e Métodos).  
A estes adicionaram-se os EPIs e foi possível observar  quantificar o seu efeito em 
relação aos controlos, através da contagem das UFCs, pos ível pelas diluições seriadas 
dos poços, sendo os dados apresentados em escala logarítmica. 
Salienta-se que os ensaios com resultados desejados foram repetidos por três a 
quatro vezes com concordância, e demonstrou-se que nas quatro estirpes clínicas se 
observa redução ou reversão da resistência. Os resultados obtidos encontram-se nas 
Figuras IV.3 a IV.7. 
E. coli 5 
 FiguraIV.3 – Contagem das UFCs para a estirpe MDR E. coli 5, na presença do disco de 
antibiótico (TMP) e EPIs. Os dados representados correspondem à média de três ensaios 
independentes. Legenda: TMP- Trimetoprim; VP- Verapamil; TZ- Tioridazina; CPZ- 
Clorpromazina; PAN- L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide (PAN); EDTA- ácido etileno diamino 
tetracético.  




A estirpe MDR E. coli 5 (1.57E+12), quando testada para a reversão da sua 
resistência ao trimetoprim, observou-se que houve re rsão da resistência quando se 
usou o PAN e a TZ (0.00E+00), facto este confirmado pela ausência de crescimento nos 
plaqueamentos.  
Para os outros EPIs não foi possível observar efeito na reversão ou redução da 
resistência, observando-se crescimento de colónias aquando os plaqueamentos. 
 
E. coli 13 
 
FiguraIV.4- Contagem das UFCs para a estirpe MDR E. coli 13, na presença do disco de 
antibiótico (TMP) e EPIs. Os dados representados correspondem à média de três ensaios 
independentes. Legenda: TMP-Trimetoprim; VP-Verapamil; TZ-Tioridazina; CPZ-










    E. coli 13 
 
Figura IV. 5- Contagem das UFCs para a estirpe MDR E. coli 13, na presença do disco de 
antibiótico (GEN) e EPIs. Os dados representados correspondem à média de três ensaios 
independentes. Legenda: GEN-gentamicina; VP-Verapamil; TZ-Tioridazina; CPZ-
Clorpromazina; PAN- L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide; EDTA- ácido etileno diamino tetracético.  
 
Quando testada, a E. coli 13 (1.79E+13), observou-se reversão da resistência para o 
trimetoprim com a adição da TZ (0.00E+00), e redução da resistência para a 
gentamicina com a adição do PAN (8.00E+02), e do EDTA (7.8E+04), este último com 
maior efeito na redução. 
Os restantes EPIs demonstraram-se ineficazes na tentativa de reversão da resistência 











     E. coli 16 
 
FiguraIV.6-  Contagem das UFCs para a estirpe MDR E. coli 16, na presença do disco de 
antibiótico (CIP) e EPIs. Os dados representados correspondem à média de três ensaios 
independentes. Legenda: CIP-Ciprofloxacina; VP-Verapamil; TZ-Tioridazina; CPZ- 
Clorpromazina; PAN-L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide.  
 
No que diz respeito à E. coli 16 (2.8E+12), houve reversão para a resistência à 
ciprofloxacina com a adição do VP (0.00E+00), e efeito de redução da resistência ao se 














       E. coli 19  
 
 Figura IV. 7 - Contagem das UFCs para a estirpe MDR E. coli 19, na presença do disco de 
antibiótico (CIP) e EPIs. Os dados representados correspondem à média de três ensaios 
independentes. Legenda: CIP-ciprofloxacina; VP-Verapamil; TZ-Tioridazina; CPZ-
Clorpromazina; PAN- L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide; EDTA- ácido etileno diamino tetracético.  
 
No caso da E. coli 19 (4.76E+11), foi possível observar a reversão da resistência à 
ciprofloxacina com a adição da TZ e do VP (0.00E+00), e redução com o PAN 
(1.50E+03). 
Com estes resultados é possível inferir que os EPIsque demonstraram maior efeito 
foram a TZ e o VP, e que nenhuma das estirpes testadas apresentou reversão ou redução 
da resistência na presença de CPZ ou CCCP, não se encontrando o CCCP representado 
graficamente, embora este último também tenha sido testado. 
Este método apresenta apenas a desvantagem de se observar o efeito do erro de 
pipetagem inerente à sua execução, o que é possível verificar na contagem das UFCs 
nos controlos da estirpe com o antibiótico comparativamente com os restantes EPIs, 




tendo-se considerado que até um log inferior na escla logarítmica, não é considerado 
efeito inibitório de crescimento da estirpe.  
Através deste método de execução simples é possível verificar que as estirpes 
clínicas MDR seleccionadas confirmam o ensaio anterior, ou seja, apresentam sobre-
expressão das BEs, isto porque os antibióticos testado  são substratos de BEs para E. 
coli, e os EPIs testados são inibidores dessas mesmas bobas. 
 
4. Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) e 
concentração mínima bactericida (CMB) das estirpes clínicas para 
os antibióticos na presença dos EPIs 
 
Após a selecção dos EPIs com resultados nas estirpes clínicas no ensaio anterior, foi 
possível obter resultados para as quatro estirpes clínicas E. coli MDR no que diz 
respeito à reversão ou redução da resistência. 
Para estas quatro estirpes foram então determinadas as CMIs e CMBs para os 
antibióticos testados e respectivos EPIs que tiveram efeito na redução/reversão da 












Tabela IV.4 -CMIs e CMBs da estirpe controlo (AG100) para os antibióticos. Legenda:            
> superior; TMP- Trimetoprim; AMP- Ampicilina; GEN-Gentamicina; CIP-Ciprofloxacina. 
 
Na Tabela IV.4, estão documentados os valores das CMI e CMBs para a estirpe 
controlo AG100 para os quatro antibióticos em estudo.  
De acordo com as normas do CLSI (CLSI, 2006), os breakpoints equivalentes à CMI 
são para o TMP ≤8 mg/L; GEN ≤4 mg/L; CIP ≤1 mg/L. Logo a partir destes valores é 
possível verificar qual o efeito inibitório dos EPIs testados para estes antibióticos nas 
estirpes clínicas em estudo. 
Tabela IV. 5 - CMIs e CMBs para as estirpes clínicas E. coli 5 e 13 do Trimetoprim e na 
presença ou ausência dos EPIs. Legenda: > superior; TMP- Trimetoprim; EPI- inibidor de BEs; 
TZ- Tioridazina; VP-Verapamil; PAN- L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide; ND- não determinado 
por não haver efeito de reversão ou redução da resistênc a no método de screening da actividade 
dos EPIs (sub-secção anterior). 
E. coli 



















0.62 1.25 7.8 7.8 1 2 0.03 0.03 
E. coli 
TMP 
TMP + EPI 

















5 >750 >750 2.925 >750 2.925 > 750 >750 > 750 
13 >750 >750 2.925 750 ND ND ND ND 





Para a E. coli 5, observou-se uma redução na CMI do trimetoprim co o VP e TZ, 
embora para o PAN tal não ocorreu. Em meio líquido no método de screening foi 
possível observar reversão da resistência para a TZ e PAN nesta estirpe, embora não se 
tenha observado qualquer efeito com o VP. No entanto, também foi possível constatar, 
que os CMBs para este antibiótico na E. coli 5 demonstram crescimento de colónias na 
placa com a concentração inicial testada, não demonstrando efeito bactericida. 
Para o trimetoprim na presença da TZ, a estirpe clínica E. coli 13,viu reduzida a CMI 
para um valor que tornava a estirpe susceptível, no entanto o CMB apresentou o valor 
da concentração inicial testada. 
 
Tabela IV. 6- CMIs e CMBs para a estirpe clínica E. coli 13 da gentamicina e na presença ou 
ausência dos EPIs. Legenda: > superior; GEN- Gentamicina; EPI- inibidor de BEs; DTA- 
ácido etileno diamino tetracético; PAN- L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide (PAN).  
 
Ainda para a E. coli 13, observou-se uma redução na CMI da gentamicina na 
presença do EDTA para um valor que torna a estirpe susceptível à acção do antibiótico. 






GEN + EPI 
EDTA PAN 
CMI (mg/L) CMB (mg/L) CMI (mg/L) CMB (mg/L) CMI (mg/L) CMB (mg/L) 
13 64 64 4 4 >64 >64 




Tabela IV. 7 - CMIs e CMBs para as estirpes clínicas E. coli 16 e 19 da ciprofloxacina (CIP) e 
na presença ou ausência dos EPIs. Legenda: > superior; CIP- Ciprofloxacina; EPI- inibidor de 
BEs; TZ- Tioridazina; VP-Verapamil; PAN- L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide; CPZ- 
clorpromazina; ND- não determinado por não haver efito de reversão ou redução da resistência 
no método de screening da actividade dos EPIs (sub-secção anterior).  
.  
 
No caso da E. coli 16, apenas foi observado ligeira redução na CMI para a CIP na 
presença do VP e TZ, esta redução não corresponde à reversão da resistência. No 
método de screening a TZ não demonstrou efeito de reversão/redução, ao se utilizar o 
método de determinação das CMIs, observa-se redução da mesma, embora a estirpe não 
passe a ser susceptível. 
Finalmente para a estirpe clínica E. coli 19, observou-se redução no valor da CMI 
para a ciprofloxacina, na presença do VP, TZ e CPZ, EPIs com efeito de reversão em 
meio líquido, exceptuado a CPZ em que não foi possível observar redução ou reversão 
da resistência. Deve-se referir que apenas com a TZsusceptibilidade da estirpe foi 
restaurada.  
A aplicação do PAN na tentativa de restaurar a susceptibilidade das estirpes clínicas 
não foi bem sucedida. 
 Sendo a determinação da CMI em presença de EPIs a metodologia de referência 

























16 40 40 10 10 20 20   ND ND ND ND 
19 20 40 0.15 5 10 10  >40 > 40 5 40 




estirpes bacterianas (Pagès, 2007) esta veio a demonstrar a sua validade neste trabalho, 
tendo-se mostrado mais eficaz, concordante e reprodutível que a técnica anterior de 
detecção de efeito de reversão ou redução da resistência no método de Screening da 
actividade dos EPIs, que apesar de menos laboriosa e permitir testar maior número de 
compostos num mesmo ensaio e mais facilmente identificar EPIs activos para uma dada 
estirpe e um dado antibiótico, se revelou pouco rigrosa e com resultados discrepantes 
com a técnica de referência, a determinação da CMI em presença de EPIs. As 
discrepâncias mais óbvias foram observadas na actividade inibitória do PAN e 
presentemente não é possível encontrar explicação para tais discordâncias.  
 
5.Método de Screening de BEs -EB - Agar Cartwheel Method / EPIs 
 
Como já se fez referência no capítulo Materiais e Métodos, esta aplicação permite 
observar o efeito dos EPIs em que se obteve resultados de reversão/redução no método 
de screening para as estirpes clínicas inicialmente seleccionadas pelo Método de 
Screening de BEs, mas desta vez em meio sólido associ nd -se ao corante fluorescente, 
EtBr.  
No caso da estirpe E. coli 5, o EPI que demonstrou um aumento significativo da 
fluorescência foi o VP, mais visível a partir de uma concentração de 1.0 µg/mL, 
enquanto no caso da TZ, observou um ligeiro aumento da fluorescência a partir de 1.5 
µg/mL (Figura IV.8).  
Também se deve realçar que quando as placas foram mantidas a 4ºC, a fluorescência 
sofreu um aumento significativo, como é possível constatar na figura IV.9, o que nos 
indica que este processo é dependente de energia, e o funcionamento das BEs na 




ausência desta é reduzido. O EPI TZ, demonstrou um ligeiro aumento da fluorescência 
aquando a 4ºC, começando a demonstrar maior fluorescência a 1.0 µg/mL.  
 
A. 
          
EtBr [1.0 µg/mL]                EtBr [1.5 µg/mL]                      EtBr [2.0 µg/mL]              EtBr [2.5 µg/mL] 
B. 
                                        
                                                              EtBr [1.5 µg/mL]                EtBr [2.0 µg/mL]                 EtBr [2.5 µg/mL] 
C. 
               
EtBr [1.0 µg/mL]                 EtBr [1.5 µg/mL]                EtBr [2.0 µg/mL]            EtBr [2.5 µg/mL] 
 
Figura IV. 8 - E. coli 5 em placas com EtBr e EPIs incubadas a 37ºC. Image  gravada Gel-
doc XR (Bio-Rad Laboratories Inc.). A. E. coli 5 - placas EtBr; B. E. coli 5 -placas EtBr e 
TZ a ½ CMI; C. E. coli 5-placas EtBr e VP a ½ CMI. Legenda: EtBr- brometo de etídeo;  











          
EtBr [1.0 µg/mL]               EtBr [1.5 µg/mL]                      EtBr [2.0 µg/mL]                    EtBr [2.5 µg/mL] 
B. 
          
     EtBr [1.0 µg/mL]         EtBr [1.5 µg/mL]              EtBr [2.0 µg/mL]               EtBr [2.5 µg/mL] 
C. 
          
                       EtBr [1.0 µg/mL]                    EtBr [1.5 µg/mL]               EtBr [2.0 µg/mL]     EtBr [2.5 µg/mL] 
Figura IV. 9 - E. coli 5 em placas com EtBr e EPIs mantidas a 4ºC. Imagem gravada Gel-doc 
XR (Bio-Rad Laboratories Inc.). A. E. coli 5-placas EtBr; B. E. coli 5-placas EtBr e TZ a ½ 
CMI. C. E. coli 5-placas EtBr e VP a ½ CMI. Legenda: EtBr- brometo de etídeo; [  ]- 
concentração. 
 
Para a estirpe MDR E. coli 13, foram testados os EPIs: EDTA, PAN e TZ. No 
entanto não foi possível detectar diferenças significat vas em nenhum dos casos, não se 
apresentando aqui as imagens obtidas. 
A estirpe clínica E. coli 16 quando inoculada em placas com EtBr e VP, incubadas  
37ºC (Figura IV.10), o efeito demonstrado é também de maior fluorescência, 




observando-se um aumento da fluorescência a uma concentração de 0.5 µg/mL, 
comparativamente à placa com EtBr e sem EPI. A fluorescência torna-se mais evidente 
nessa concentração, quando as placas são mantidas durante a noite a 4ºC, ou seja ao 
eliminar a fonte de energia (Figura IV.11). 
 
A. 
..        
EtBr [1.0 µg/mL]            EtBr [1.5 µg/mL]                    EtBr [2.0 µg/mL]                 EtBr [2.5 µg/mL] 
B. 
          
EtBr [1.0 µg/mL]                   EtBr [1.5 µg/mL]                EtBr [2.0 µg/mL]         EtBr [2.5 µg/mL] 
 
Figura IV. 10 - E. coli 16 em placas com EtBr e EPIs incubadas a 37ºC. Image  gravada Gel-
doc XR (Bio-Rad Laboratories Inc.). A  E. coli 16-placas de EtBr; B. E. coli 16-placas de EtBr e 
















          
         EtBr [1.0 µg/mL]                            EtBr [1.5 µg/mL]                EtBr [2.0 µg/mL]               EtBr [2.5 µg/mL] 
B. 
          
                EtBr [1.0 µg/mL]                             EtBr [1.5 µg/mL]                EtBr [2.0 µg/mL]                 EtBr [2.5 µg/mL] 
 
Figura IV. 11 - E. coli 16 em placas com EtBr e EPIs mantidas a 4ºC. Image gravada Gel-doc 
XR (Bio-Rad Laboratories Inc.). A. E. coli 16-placas de EtBr; B. E. coli 16-placas de EtBr e VP 
a ½ CMI. Legenda: EtBr-brometo de etídeo; [  ]-concentração. 
 
Este método aplicado à estirpe E. coli 19, permitiu observar que após incubação a 
37ºC, as placas preparadas com EtBr e CPZ apresentavam uma fluorescência mais 
evidente que aquelas que só apresentavam EtBr a uma concentração de 1.0 µg/mL, nas 
mesmas concentrações, o que sugere que a CPZ têm afinidade para as BEs, conseguindo 











...        
      EtBr [1.0 µg/mL]                             EtBr [1.5 µg/mL]                  EtBr [2.0 µg/mL]                 EtBr [2.5 µg/mL] 
B. 
... ... ...  
                  EtBr [1.0 µg/mL]                            EtBr [1.5 µg/mL]                   EtBr [2.0 µg/mL]               EtBr [2.5 µg/mL] 
 
Figura IV.12 - E. coli 19 em placas com EtBr e EPIs incubadas a 37ºC. Image  gravada Gel-
doc XR (Bio-Rad Laboratories Inc.). A  E. coli 19-placas EtBr; B. E. coli 19-placas EtBr e CPZ 
a ½ CMI. Legenda: EtBr-brometo de etídeo; [  ]-concentração. 
 
Em resumo, na tabela IV.6 apresenta-se as concentrações às quais o aumento da 
fluorescência nas placas preparadas com EtBr e EPI para cada estirpe clínica estudada 











Estirpe E. coli MDR 




TZ 1.5 1.0 
VP 1.0 1.0 
16 VP 1.0 1.0 
19 CPZ 1.0 1.0 
Tabela IV.8- Concentração visível do aumento da fluorescência em placas de EtBr e EPIs 
inoculadas com as estirpes clínicas, quer a 37ºC como a 4ºC. Legenda: TZ-Tioridazina; VP-
Verapamil; CPZ-Clorpromazina. 
 
6. Método de Kirby Bauer/Etest® 
 
Dados os promissores resultados anteriores com o efeito dos EPIs em placas com 
EtBr decidiu-se avançar nesta fase do trabalho com o teste dos dois métodos clássicos 
de determinação de susceptibilidade em placa (o método de Kirby Bauer) e o de 
determinação da CMI em placa (o método de Etest®) agora adaptados para a observação 
do efeito dos EPIs em meio sólido, no sentido de complementar os resultados dos 
ensaios anteriores. Para o método de Kirby Bauer, o efeito não correspondeu ao 
verificado em meio líquido, ou seja o halo de inibição evidenciado não permitiu tornar 
as estirpes susceptíveis e verificou-se fraca correlação entre os resultados obtidos em 
meio líquido e os obtidos em meio sólido. 
No entanto, quando testado o método de Etest®, verificou-se uma redução das CMI 
das estirpes clínicas de E. coli MDR e os três EPIs estudados. Na tabela IV.9 estão 
apresentados os resultados do Etest® para as estirpes clínicas MDR E. coli. 
Foi possível observar uma redução na CMI para as estirpes E. coli 5 e E. coli 19, 
sobretudo na presença do VP, no entanto segundo os breakpoints do CLSI (CLSI, 




2006), nenhuma das estirpes se tornou sensível na aplicação deste método de 
determinação da CMI em meio sólido. Para que as estirp  sejam consideradas 
sensíveis, a CMI para a ciprofloxacina tem que atingir o valor ≤ 1 mg/L e para o 
trimetoprim o valor terá que ser ≤ a 8 mg/L (CLSI, 2006), o que nestes resultados em 




Estirpe Ciprofloxacina CPZ TZ VP 
 
E. coli 16 













Estirpe Trimetoprim PAN VP TZ 
E. coli 5 >32 >32 >32 12 
Tabela IV. 9 -  Resultados E test® para as estirpes clínicas para os quatro antibióticos em estudo 
e EPIs a ½ CMI. Legenda: > - superior; ND- não determinado; CPZ- clorpromazin ; TZ- 
tioridazina; VP- verapamil; PAN- L-Phe-L-Arg-β-naphthylamide (PAN). 
 
Tal como no caso dos antibióticos, em que as concentrações em meio sólido 
equivalentes a uma CMI de 90% têm de ser aumentadas f ce às usadas em meio líquido 
e que foram objecto de anos de estudo para o desenvolvimento dos métodos de difusão 
em placa quer com discos impregnados para a técnica de Kirby-Bauer e a determinação 
dos halos de inibição quer no caso da determinação das CMIs em placa pela técnica de 
E-test®, a utilização dos EPIs em meio sólido terá de vir a ser correlacionada com a actividade 
dos mesmos compostos em meio líquido para que se possam obter dados 
correlacionáveis (Mahmoud, 2007; Marquez, 2008). Contudo evidenciou-se que se 
poderá vir a desenvolver um teste em meio sólido para a determinação da actividade dos 




EPIs na inibição da actividade das BEs correlacionável com a resistência aos 
antibióticos que carece agora de investimento futuro.  
 
7. Fluorimetria em termociclador de tempo-real (Rotor-Gene 3000TM ) 
-método semi-automático com a utilização de EtBr 
 
Para cada uma das quatro estirpes clínicas com resultados observados nos ensaios 
anteriores, foram efectuados ensaios de acumulação e efluxo com os EPIs seleccionados 
no método de screening para cada estirpe, ou seja, de acordo com o efeito d sse EPI na 
reversão/redução da resistência a determinado antibiótico.  
O método semi-automático de fluorimetria em termociclador permite como já 
referido, observar em tempo real a capacidade de acumulação do EtBr, e ainda observar 
o efluxo das estirpes clínicas que será sobre-expresso comparativamente à estirpe 
controlo AG100. 
Assim, este método pode ser utilizado com dois objectivos:  
a) Determinar qual o EPI que permite obter melhor acumulação/retenção de EtBr no 
interior das células, isto é, determinar quais os EPIs mais eficientes na inibição da 
activiade de efluxo da estirpe  
b) Determinar se há sinais de sobre-actividade de efluxo face ao efluxo de EtBr na 
estirpe padrão. Neste caso é aconselhável demonstrar o efluxo activo através de um 
ensaio de efluxo onde as células bacterianas são previamente carregadas com o EPI com 
maior eficácia na acumulação de EtBr na estirpe padrão (E. coli K12), o CPZ, e depois 
deste ser retirado do tampão de ensaio monitoriza-se o efluxo activo da estirpe em 
comparação com o efluxo da estirpe padrão na presença  na ausência de glucose 
(Viveiros et al, 2008).  




Neste trabalho seguiram-se estas linhas orientadoras e optou-se por usar um EPI que 
fosse capaz de acumular EtBr de forma semelhante para todas as estirpes tendo-se 
optado pela CPZ, pois com este composto era possível visualizar o efluxo com mais 
clareza em todas as estirpes clínica, podendo-se comparar com o efluxo da estirpe 
padrão.  
Assim, nos ensaios de efluxo, foi utilizada a CPZ para efectuar o carregamento das 
células na concentração correspondente a ½ da CMI, tendo-se preparado a diluição do 
composto no próprio dia. A AG100 foi testada para se poder estabelecer a comparação 
em termos de efluxo com as estirpes clínicas, assim endo, foi demonstrada maior 
acumulação com o EPI CPZ, seguido do EPI TZ, nas condições óptimas de efluxo, 37ºC 
e na presença de glucose (Figura IV.13). 
 
 
Figura IV. 13 - E. coli AG100 - ensaio de acumulação de EtBr, na presença de CPZ, TZ, 
CCCP, PAN. Legenda: glu-glucose; CPZ- Clorpromazina; TZ- Tioridazina; PAN- L-Phe-L-
Arg-β-naphthylamide; CCCP- carbonyl cyanide m-chloRophenylhydrazone. Os dados 
apresentados correspondem à média de três ensaios independentes. 
 
No ensaio de efluxo para a AG100 ( Figura IV.14), foi possível verificar a presença 
de uma curva de efluxo activo de EtBr (AG100+glu) , com decréscimo na fluorescência 




até cerca de 0.3 (fluorescência relativa), enquanto que na ausência de glucose não 
ocorre efluxo de EtBr (AG100). Igualmente se verifica ausência de efluxo na presença 
de CPZ com ou sem energização das células pela adição e glucose (AG100+glu+CPZ) 
e (AG100+CPZ), respectivamente. Para os restantes EPIs testados as curvas 
apresentadas não evidenciaram efluxo significativo quando se adicionava glucose uma 
vez que lhes é adicionado um EPI, que lhes bloqueia o fluxo.  
 
 
Figura IV.14 - E. coli AG100 - ensaio de efluxo (fluoresência relativa) a 37ºC e na presença de 
0.4% de glucose, carregada com 3 µg/mL de EtBr, na presença de CPZ, após normalização dos 
dados. Legenda: glu-glucose; CPZ- Clorpromazina; TZ- Tioridazina; VP- verapamil. Os dados 
apresentados correspondem à média de 3 ensaios independentes. 
 
Os ensaios de efluxo permitem correlacionar o efluxo de EtBr com o efluxo dos 
antibióticos, visto que ambos são substratos dos mesmos sistemas de efluxo (Viveiros et 
al, 2008; Poole & Lomovskaya, 2006). Comparando a presença do EtBr no interior da 
célula, com a existência de antibiótico no interior da estirpe, ao qual esta é resistente por 




sobre-expressão de BEs, admite-se que a extrusão do c mposto seria efectuada se não 
estivesse presente o EPI que de certa forma bloqueia o fluxo da estirpe, permitindo a 
eficácia do antibiótico. 
Assim, pretende-se para cada estirpe clínica efectuar o ensaio de efluxo com os EPIs 
que demonstraram efeito de reversão para esta estirpe, na presença de fonte de energia 
(glucose), de forma a correlacionar o efeito de inibição das BEs com a reversão ou 
diminuição da sua resistência aos antibióticos. 
 Na estirpe clínica E. coli 5, observou-se que os inibidores que apresentavam m ior 
acumulação de EtBr num determinado período temporal, f i a TZ (5+TZ+glu) e a CPZ 
(5+CPZ+glu), tendo sido os ensaios produzidos em duplicado, e na presença de glucose, 
o que permite verificar a sua influência no efluxo do EPI. 
Na estirpe E. coli 5, pretendeu-se efectuar o ensaio com os EPIs que demonstraram 
efeito de reversão para esta estirpe, nomeadamente a TZ e o VP, para verificar qual a 
sua influência no efluxo na presença de fonte de energia (glucose). 
Assim sendo, a presença destes EPIs permitiu evitar o efluxo na presença da 
glucose, logo pode-se afirmar que estes compostos têm a capacidade de impedir a 
extrusão de EtBr.  
Em termos de fluorescência relativa, é possível verificar que apenas se observa o 
efluxo da estirpe com adição de glucose (5+glu), observando-se um decréscimo de 
fluorescência inferior a 0.2 na escala de fluorescência relativa. (Figura IV.15), o que nos 
indica que, como já referimos anteriormente, as BEssão dependentes de energia para 
iniciarem o seu papel de extrusão de compostos tóxicos. Nesta estirpe clínica todos os 
os EPIs testados demonstraram capacidade de reter ou diminuir o efluxo activo de EtBr 
das células. 





Figura IV. 15 - E coli 5 - ensaio de efluxo (fluorescência relativa) a 37ºC e na presença de 0.4% 
de glucose, carregada com 3 µg/mL de EtBr, na presença de CPZ, após normalização dos dados. 
Legenda: glu-glucose; CPZ-Clorpromazina; TZ-Tioridazina; VP- erapamil. Os dados 
apresentados correspondem à média de 3 ensaios independentes. 
 
Nos resultados obtidos no ensaio de efluxo para a E. coli 13, é possível verificar 
uma curva de efluxo da estirpe na presença da glucose (13+glu), (Figura IV.16), em que 
existe uma redução da fluorescência inferior a 0.1 na escala de fluorescência relativa, 
apresentando-se os restantes tubos de reacção no máximo de fluorescência, sem 
evidência de efluxo, evidenciando assim que os EPIstestados conseguem reter o efluxo 
de EtBr nesta estirpe clínica com igual eficiência e que a estirpe evidência sinais de 
sobre-actividade de BEs. 
 
 





Figura IV. 16- E. coli 13-ensaio de efluxo (fluorescência relativa) a 37ºC e na presença de 0.4% 
de glucose, carregada com 3 µg/mL de EtBr, na presença de CPZ, após normalização dos dados. 
Legenda: glu-glucose; CPZ-Clorpromazina; TZ-Tioridazina. Os dados apresentados 
correspondem à média de 3 ensaios independentes. 
  
No ensaio de efluxo realizado para a estirpe 16 (Figura IV.17), verificou-se o efluxo 
da estirpe na presença da glucose (16+glu) com decréscimo de fluorescência relativa 
inferior a 0.1, sendo a mais significativa comparativamente com as restantes estirpes 
clínicas MDR de E. coli. Nesta estirpe verificou-se ainda o decréscimo de fluorescência 
relativa a 0.2, na presença de CPZ e glucose (16+glu+CPZ), o que evidencia capacidade 
de efluxo na presença deste EPI e de glucose. A partir deste facto podemos concluir que 
a CPZ não era o composto ideal para o carregamento das células bacterianas para a 
estirpe E. coli 16. Para os restantes compostos inibidores em que esta estirpe apresentou 
resultados de reversão/redução da resistência aos antibióticos, a fluorescência é máxima, 
mesma na presença da fonte de energia. Estes resultados evam-nos a colocar a hipótese 
que nesta estirpe existe sobre-expressão de uma ou mais bombas de efluxo diferentes 




das sobre-expressas nas estirpes anteriores mas que igualmente efluxam EtBr sendo 
contudo insensíveis à acção inibitória do EPI CPZ. 
 
Figura IV. 17 - E. coli 16-ensaio de efluxo (fluorescência relativa) a 37ºC e na presença de 
0.4% de glucose, carregada com 3 µg/mL de EtBr, na presença de CPZ, após normalização dos 
dados. Legenda: glu-glucose; CPZ- Clorpromazina; TZ- Tioridazina; VP- Verapamil. Os dados 
apresentados correspondem à média de 3 ensaios independentes. 
 
No ensaio de efluxo para a estirpe 19 (Figura IV.18), a curva correspondente ao 
efluxo (19+glu), atinge um valor inferior a 0.1 na escala de fluorescência relativa o que 
demonstra uma vez mais a actividade de efluxo. O efluxo é também bloqueado nos 
restantes ensaios, embora se constate que, com a CPZ na presença da glucose, não é 
suficiente eficaz para evitar o efluxo do corante fluorescente. Este resultado indicia que 
nesta estirpe a sobre-expressão de BEs poderá estar mais acentuada que nas estirpes 
anteriores. uma vez que em iguais condições foi possível reter o efluxo nas estirpes 
préviamente testadas, e nesta estirpe tal não foi possível para a concentração de EPI 
utilizada.  
 





Figura IV. 18 - E.coli 19-ensaio de efluxo (fluorescência relativa) a 37ºC e na presença de 0.4% 
de glucose (glu), carregada com 3 µg / mL de EtBr, na presença de CPZ, após normalização dos 
dados. Legenda: glu-glucose; CPZ-Clorpromazina; TZ-Tioridazina. Os dados apresentados 
correspondem à média de 3 ensaios independentes. 
 
Concluindo, nos ensaios de acumulação em todas as etirpes testadas, é possível 
observar que os EPIS utilizados permitem a inibição das BEs durante um período 
aproximado de 45-60 minutos, com excepção do PAN que não apresenta nenhum efeito 
directo sobre o efluxo activo do EtBr. Após este período temporal, observou-se o 
retorno do efluxo pelas BEs devido à recuperação das condições fisiológicas 
bacterianas, em que é possível verificar nos gráficos de acumulação um decréscimo 
gradual da fluorescência. 
Em relação aos gráficos de efluxo, demonstrou-se a presença de efluxo sobre-
expresso em todas as estirpes clínicas, com redução da fluorescência relativa. No 
entanto, também é notório a dificuldade em obter apn s um EPI que tenha o mesmo 
efeito para todas as estirpes clínicas, mas a utilização do CPZ foi a única forma 
encontrada para estabelecer parâmetros de comparação entre as estirpes. 
Com o intuito de comparar o grau de efluxo das estirpes clínicas entre si e com a 
estirpe controlo AG100, demonstra-se em forma de gráfico (Figura IV.19), a 




comparação da fluorescência relativa normalizada às condições ideias de carregamento, 
que correspondem a cada estirpe carregada com CPZ, onde se verifica o máximo de 
fluorescência, enquanto cada estirpe na presença de glucose evidencia a curva de efluxo. 
Neste gráfico observa-se o efluxo de cada estirpe na presença de glucose, e verifica-
se que a AG100 apresenta menos efluxo que as restantes estirpes clínicas e entre elas a 
que menos efluxa é a E. coli 5. 
 
 
Figura IV. 19 - Efluxo das estirpes clínicas MDR de E. coli e estirpe controlo AG100 















8. qRT-PCR (quantitative reverse-transcriptase- polimerase chain 
reaction) 
 
Este método permite verificar a presença de alteraçõ s na expressão de genes das 
estirpes em estudo, relativamente a uma estirpe control  e desta forma, poder verificar 
se os genes codificantes para as BEs, se encontram sobre-expressos relativamente à 
estirpe controlo AG100.  
Devido a restrições financeiras e temporais foram seleccionadas duas estirpes das 
quatro estirpes clínicas testadas neste trabalho que haviam evidenciado resultados de 
reversão da resistência prévia aos antibióticos. A elecção das estirpes baseou-se nos 
conjunto dos resultados obtidos anteriormente, com especial relevância para os obtidos 
no método de fluorimetria em tempo real, em que se distinguiu quais as que 
apresentavam maior efluxo, com base na análise das curvas de efluxo e decréscimo de 
fluorescência.  
Assim, as estirpes E. coli 16 e 19 foram seleccionadas porque possuíam estas 
características, e desta forma era de esperar que se encontrasse sobre-expressão dos 
genes codificantes para as BEs.  
Desta forma, foi utilizada a estirpe controlo AG100, para se poder comparar os 
resultados das estirpes clínicas. As estirpes clínicas e controlo foram incubadas a 37ºC, 
com agitação a 220 rpm tendo a estirpe controlo crescido em 3h, enquanto a E. coli 16 e 
19 cresceram em 1h30 (aproximadamente), na presença de ciprofloxacina a ½ CMI, 
sendo utilizada uma concentração de solução stock de 800 µg/mL, retirando-se o 
volume correspondente a uma concentração de 20 e 10 µg/mL respectivamente para 
cada estirpe. 




As estirpes clínicas foram inoculadas com antibiótico de forma a manter a pressão 
selectiva externa conduzindo assim à sobre-expresão de BEs, o que lhes permite extruír 
o antibiótico. É de salientar que estas atingiram a DO600nm de 0.6 em cerca de 1h, o que 
corresponde a metade do tempo que demoram a crescer s m antibiótico. 
Os ensaios foram determinados pelo comparative threshold cycle (CT) method (2
-
(∆∆Ct amostra -∆∆Ctreferência)), sendo que as amostras que apresentaram uma maior 
concentração de template conduzem a uma amplificação mais rápida, do que aqul s 
que apresentaram menos mRNA para determinado gene, co forme explicitado na 
secção Material e Métodos. 
Foram realizados ensaios de qRT-PCR para duas estirpes, a E. coli 16 e 19, onde se 
quantificou a expressão dos genes que codificam para as BEs como, acrA, acrF, emrB, 
yhiV, acrB, acrE, porque a sobre-expressão destes genes torna-os responsáveis pela 
extrusão de antibióticos específicos a que estas estirpes são resistentes e ainda o 
regulador marA. A sobre-expressão destes genes conduz à resistência ba teriana a 
determinados compostos, em particular antibióticos, motivo pelo qual se testaram 
especificamente este conjunto de genes (Mahamoud et al, 2007; Pàges, 2007; Marquez, 
2005).  
Foram realizados dois ensaios, e nos casos em que os r sultados apresentaram 
alguma divergência foi realizado um terceiro ensaio para aferir valores para alguns 
genes. 
É de referir que em todos os ensaios se observou algum  amplificação no controlo 
negativo (C-), no entanto pela análise de Melt, verificou-se que esta amplificação se dá a 
uma temperatura diferente e inferior das restantes curvas, logo não condiciona a 
veracidade do ensaio, possivelmente sendo a amplificação de polímeros de primers não 
específicos. 




Dos genes testados para a estirpe clínica E. coli 16 (Figura IV. 20), observou-se 
sobre-expressão dos todos os genes testados, com maior evidência o acrB (3.4 vezes 
sobre-expresso), acrE (8.9 vezes sobre-expresso) e acrA (2.4 vezes sobre-expresso), e 
ainda elevada sobre-expressão do regulador ma A (9.0 vezes sobre-expresso). Os 
restantes genes apresentaram uma sobre-expressão inferi r a 1 relativamente à estirpe 
controlo. 
Estes resultados em termos numéricos apresentaram algu a divergência e por isso 
foram realizados em triplicado para reduzir o erro associado ao método.  
 
 
Figura IV. 20- E. coli 16 -média dos ensaios de qRT-PCR e respectivas barros de erro.Este 
gráfico representa a média dos ensaios de qRT PCR de três ensaios para a E. coli 16 inoculada 
em meio LB com ciprofloxacina (CIP) a ½ CMI. 
 
No caso da E. coli 19, verificou-se que existe uma sobre-expressão de BEs, muito 
mais acentuada do que na estirpe E. coli 16 (Figura IV.21). A maioria dos genes 
estudados encontraram-se sobre-expressos com maior relevância nos genes: acrB (47.1 
vezes sobre-expresso), emrB (26.0 vezes sobre-expresso) e acrA (19.1 vezes sobre-
expresso). O regulador marA (36.8 vezes sobreexpresso) também exibe uma elevada 




sobre-expressão. Dos genes testados o que menos expressão evidencia é o gene acrE 
(0.5 vezes sobre-expresso) apresentando um valor inferior a 1 em termos de quantidade 
de mRNA quando comparado com a estirpe controlo, E. coli K12-AG100.  
 
Figura IV. 21 - E. coli 19-média dos ensaios de RT- PCR e respectivas barros de erro. Este 
gráfico representa a média dos ensaios de qRT PCR de três ensaios para a E. coli 19 inoculada 
em meio LB com ciprofloxacina a ½ CMI. 
 
Este resultado é significativamente diferente do obtid  para a estirpe E. coli 16 e na 
Figura IV.22, encontram-se os resultados obtidos para as duas estirpes clínicas, 
demonstrando-se uma maior sobre-expressão dos genescodificantes para as BEs no 
caso da estirpe clínica E. coli 19, em particular do sistema AcrAB enquanto na estirpe 
E. coli 16 é o sistema AcrEF que se encontra mais sobre-expr sso embora não atinja os 
níveis da sobre-expressão do sistema AcrAB da estirp  E. coli 19.  
Assim, estes resultados estão em consonância com os anteriores, em particular como 
facto de apesar que ambas as estirpes possuem sinais evidentes de sobre-actividade de 
efluxo, possuíam também perfis de resistência aos antibióticos diferentes e respostas 
diferentes aos inibidores de BEs testados. 





Figura IV. 22 - E. coli 16 e 19-Gráfico comparativo da média dos ensaios de qRT- PCR. Este 
gráfico representa a média dos ensaios de qRT PCR de três ensaios para a E. coli 16 e 19 




















V. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
Como discutido ao longo da tese, a resistência aos ntibióticos em bactérias tem sido 
um problema de saúde humana que se tem vindo a agravar gradualmente desde o 
aparecimento dos primeiros antibióticos. 
A proximidade física entre microrganismos pode ser benéfica, uma vez que a partir 
desta relação ocorre transferência de compostos essenciais como nutrientes, entre 
outros, mas no entanto, a partilha do mesmo habitat pode ser desvantajoso, quando os 
microrganismos têm que competir por estes compostos ou quando este habitat é 
negativamente influenciado por um dos microrganismos, como com a excreção de 
substâncias tóxicas para o exterior. 
Assim, ao longo do tempo, as bactérias tiveram que des nvolver vários mecanismos 
de defesa, no sentido de permitir a co-existência entre várias espécies no mesmo habitat 
bem como para sobreviverem em ambientes adversos como sejam os ambientes onde se 
encontrem expostos a antimicrobianos. A introdução dos antimicrobianos no tratamento 
e prevenção de infecções humanas, com enorme benefício para a saúde, trouxe 
igualmente o exacerbar das formas de resistência bateriana aos antimicrobianos. 
O uso não controlado de antibióticos no tratamento de infecções humanas conduziu 
ao aparecimento de bactérias multirresistentes, tornando-se uma ameaça à saúde 
pública. Desde 1980, os infecciologistas reconheceram as UCIs como o local no 
hospital onde os doentes apresentam um risco entre 5 a 10 vezes maior de adquirir 
infecções nosocomiais do que nos restantes locais do hospital. Os factores associados 
são: 1) os factores de risco intrínsecos relacionads com a necessidade de permanência 
na UCI, devido à presença de antecedentes pessoais e co-morbilidades (desnutrição, 




idade avançada e imunossupressão); 2) material médico invasivo, como tubos 
endotraqueais para a ventilação mecânica, cateteres intravasculares, algaliação; 3) 
reservatórios (doentes colonizados ou infectados) que aumentam o risco de infecção 
cruzada nas UCIs (Weber, Raasch, Rutala, 1999).  
As infecções nosocomiais causadas especialmente por microrganismos resistentes à 
AB, representam uma fonte importante de morbilidade e mortalidade para o doente 
hospitalizado em UCI, entre os mais comuns encontram-se Methicillin Resistant S. 
aureus (MRSA), Vancomicin Resistant Enteroccocus (VRE), Candida spp. resistente ao 
fluconazol e bacilos Gram-negativos (Klebsiella spp., Enterobacter spp., E. coli). Uma 
forma de se tornar possível o controlo das infecções a microrganismos multirresistentes 
é o uso correcto de directrizes actualizadas de administração de AB, embora esta 
medida não tenha sido estudada no que diz respeito ao seu efeito na redução de 
infecções e redução do tempo de internamento (Weber, Raasch, Rutala, 1999). 
Neste trabalho, pretendeu-se caracterizar biológica, fenotípica e genotípicamente os 
mecanismos de resistência intrínseca aos antibióticos por sobre-expressão de BEs em 
estirpes clínicas de E. coli, sujeitas a pressão antibiótica prolongada em ambiente 
hospitalar.  
Igualmente pretendeu-se testar e desenvolver métodos simples, não dispendiosos e 
susceptíveis de serem executados em laboratórios de microbiologia clínica, para 
detectar e quantificar a componente de efluxo activo de antibióticos como parte 
integrante dos mecanismos de resistência presentes nas estirpes clínicas de E. coli MDR 
isoladas no laboratório de patologia clínica do Hospital dos SAMS. 
Para o efeito foram testados os seguintes métodos: 
- Método EB-Agar Cartweel; 
- Método de Screening da actividade dos EPIs;  




- Método de Screening de BEs-EB - Agar Cartwheel Method / EPIs; 
- Concentração mínima inibitória (CMIs) para diversos antibióticos, aos quais os 
isolados E. coli são resistentes; 
- Método de Etest® e Kirby-Bauer;  
- Fluorimetria em termociclador de tempo-real (Rotor- Gene 3000TM)-método semi - 
automático com a utilização de EtBr; 
- Análise génica das estirpes clínicas por qRT-PCR.  
Com recurso ao método EB-Agar Cartweel, foi possível seleccionar as estirpes que 
fenotípicamente apresentavam características de multirresistência, isto é, aquelas que 
nas placas de agar suplementadas com EtBr fluoresciam em concentrações mais 
elevadas do fluoróforo, comparativamente à fluorescência padrão a concentrações mais 
baixas da estirpe E. coli controlo (wild-type). 
Assim sendo, foram seleccionadas quatro estirpes com o fenótipo pretendido, uma 
vez que se tinha em vista a multirresistência por sob e-expressão de BEs, sendo elas: 5, 
13, 16, 19.  
De forma a confirmar a suspeita que a maior capacidade e expulsar EtBr em placa 
destas estirpes se devia à sobre-actividade de BEs, recorreu-se à utilização de inibidores 
de bombas de efluxo (EPIs), que permitiram anular/minimizar esta sobre-actividade e 
deste modo, confirmar se a multirresistência destas estirpes MDR de E. coli recebia o 
contributo da sobre-actividade das BEs. 
Utilizou-se uma metodologia designada de método de Scr ening da actividade dos 
EPIs, que tal como o nome indica, visou testar diversos EPIs com o objectivo de avaliar 
a sua influência sobre as BEs das estirpes clínicas. 
As quatro estirpes testadas apresentaram reversão/redução da resistência inicial à 
AB, com determinados compostos considerados EPIs. 




O uso destes compostos está relacionado com estudos anteriores, onde se 
demonstrou que em estirpes laboratoriais de E. coli, se conseguia reverter a resistência 
com os mesmos. 
 Assim, as estirpes clínicas E. coli MDR 5, 13, 16, 19, reverteram a sua resistência, 
com o uso de um a dois dos EPIs testados. Os EPIs com efeito mais notório foram: TZ, 
VP, PAN e EDTA. 
Contudo, o EDTA apenas demonstrou redução da resistênc a, enquanto com a TZ e 
o VP, se obtiveram melhores resultados, sendo que para a estirpe E. coli 5, a resistência 
ao TMP foi revertida com o uso de PAN e TZ; para a E. coli 13, a resistência ao TMP 
foi revertida com o uso de TZ e ainda para a GEN na mesma estirpe observou-se 
redução da resistência com EDTA. Para a E. coli 16, a resistência à CIP foi revertida 
com o uso de VP e para a E. coli 19, a resistência à CIP foi revertida com o uso de VP e 
TZ. 
A partir deste método pode-se inferir, que existem BEs sobre-expressas e que são 
afectadas pela utilização dos EPIs tendo sido possível não só observar a 
presença/ausência de crescimento bacteriano, como quantificar o seu efeito na 
sobrevivência bacteriana através da contagem das UFC . 
Com a aplicação do método de Screening de BEs-EB-Agar Cartwheel Method/EPIs, 
retomou-se o mesmo princípio do screening inicial das estirpes na presença de EPIs, 
mas desta vez com o uso dos EPIs em placa de agar, aos quais a reversão da resistência 
aos antibióticos foi observada no método anterior, de forma a confirmar os resultados 
anteriores e testar se os EPIs eram igualmente activos e efectivos em meio sólido. 
Assim, utilizou-se as quatro estirpes e os quatro EPIs seleccionados anteriormente, 
sendo possível observar uma concordância de resultados, em que se verificou uma 
maior fluorescência a uma concentração inferior de EtBr, para as mesmas estirpes 




estudadas, efeito este obtido pela presença do EPI. No entanto, no caso da estirpe clínica 
E. coli 13, não foi possível verificar qualquer tipo de diferença quando adicionado o EPI 
na placa. Desta forma, através deste método é também possível identificar o efeito do 
EPI no controlo das BEs. 
Com base nos resultados anteriores efectuou-se então a metodologia de referência 
para a determinação da actividade de efluxo na resistência aos antibióticos, a 
determinação das CMIs em meio líquido por micro ou macro-diluição na presença e 
ausência dos EPIs, para as estirpes com resultados significativos de reversão/redução 
anteriormente estudadas.  
Assim, para a resistência ao TMP na E. coli 5, observou-se a redução na CMI de 
superior a 750 mg/L para 2.925 mg/L na presença do VP e da TZ, no entanto para o 
PAN não houve qualquer efeito na CMI.  
Para a E. coli 13, observou-se redução da CMI para o TMP de superior a 750 mg/L 
para 2.925 mg/L com o uso de TZ. 
No caso da E. coli 16, observou-se uma redução da CMI para a CIP de 40 mg/L para 
10 mg/L, com o uso de TZ e para 20 mg/L com o uso de VP. 
Para a E. coli 19, observou-se uma redução da CMI para a CIP de 20 mg/L para 0.15 
mg/L com o uso de TZ, de 10 mg/L com o uso de VP e de 5 mg/L com o uso de CPZ, 
enquanto com a utilização do PAN não se observou qualquer tipo de efeito.  
No que diz respeito à E. coli 13, observou-se redução da CMI na presença de GEN e 
EDTA de 64 mg/L para 4 mg/L, enquanto a presença do PAN não influenciou a CMI. 
Assim, as estirpes: 5, 13, 16, 19, demonstraram alterações significativas da sua 
resistência aos antibióticos, com o uso de um a dois dos EPIs testados, acrescentando-se 
agora o efeito inibitório da fenotiazina CPZ, que no método anterior de screening dos 
EPIs havia evidenciado menor actividade inibitória. 




A utilização deste método de referência permitiu verificar que não houve 
concordância absoluta com o método anterior de Screening da actividade dos EPIs 
utilizando o meio líquido e discos impregnados de antibiótico, mas este facto estará 
relacionado com as diferenças na execução dos métodos, uma vez que os volumes 
utilizados dos compostos neste método são muito inferiores aos utilizados nos restantes, 
podendo o erro de pipetagem ser o suficiente para ter um resultado divergente, bem 
como se utilizam concentrações de antibiótico impregnadas nos discos que são mais 
reduzidas do que as usadas na determinação da CMI em meio líquido, o que diminui 
grandemente a sensibilidade do método de screening para EPIs com efeitos menos 
pronunciados. No sentido de se confirmar os resultados anteriores e se averiguar se 
poderia também determinar as CMIs em meio sólido para os antibióticos CIP e TMP 
utilizou-se igualmente a técnica de referência parameio sólido, o E-test®, na presença e 
ausência de TZ, CPZ, VP, PAN, para as estirpes em estudo e os EPIs que anteriormente 
demonstraram actividade.  
A determinação da sensibilidade aos antibióticos CIP e TMP em meio sólido, foi 
efectuada na presença de TZ, CPZ, VP, PAN, para as estirpes E. coli 16, E. coli 19 e 
TZ, VP para a E. coli 5.  
Assim, para a E. coli 19, o halo de inibição aumentou, o que leva a que a CMI 
determinada por Etest® nesta estirpe para a CIP, tenha reduzido de 32 mg/L para 24 
mg/L (CPZ), 12mg/L (TZ) e 8 mg/L (VP). 
Para a E. coli 16, não se observou nenhuma alteração no halo de inibição e para a E. 
coli 5, houve redução da CMI do TMP de superior a 32 mg/L para 12 mg/L com a TZ. 
Concluindo, o uso destes métodos permite para além de identificar a 
multirresistência devido a BEs sobre-expressas, observar a utilidade de EPIs na reversão 
da resistência aos antibióticos. 




Estes métodos são de baixo custo e fácil execução, o que se torna importante para o 
seu uso na prática clínica, pela extrema necessidade e recorrer a baixos orçamentos, 
tanto no que diz respeito ao material como aos recursos humanos, e ainda a sua fácil 
execução, rapidez de resultados, podendo constituir uma arma poderosa na 
determinação do antibiótico a designar para o doente.  
Contudo, não houve uma concordância entre os vários métodos utilizados e a 
metodologia de referência, a determinação das CMIs em meio líquido por micro ou 
macro-diluição na presença e ausência dos EPIs. Tal facto deve-se à necessidade de 
estandardização dos métodos que obriga a uma transposição de concentrações 
equivalentes de antibiótico e EPI em meio líquido e em meio sólido, para que idênticos 
efeitos inibitórios possam ser avaliados em ambas as situações.  
Há que referir porém que todos os métodos revelaram potencial na detecção precoce 
e presuntiva de actividade de BEs, mas apenas com a determinação das CMIs em meio 
líquido por micro ou macro-diluição na presença e ausência dos EPIs foi possível 
detectar e quantificar a actividade inibitória dos EPIs. Com o uso desta técnica foi 
possível evidenciar que os EPIs mais activos para as estirpes em estudo foram o CPZ, o 
TZ e o VP que foram seguidamente usados para expor  c nfirmar experimentalmente a 
actividade de efluxo aumentada nestas estirpes através da utilização de fluorimetria em 
termociclador de tempo-real (Rotor Gene 3000TM) por um método semi-automático com 
a utilização de EtBr (Viveiros et al, 2008). 
O uso deste método permitiu observar a actividade intrínseca das BEs de forma mais 
sensível, assim como permitiu observar o efeito dos EPI  testados em ensaios anteriores, 
no que diz respeito ao seu comportamento no efluxo das estirpes.  
Foi assim possível, observar e confirmar que todas as quatro estirpes seleccionadas 
nos ensaios anteriores, apresentavam sobre-expressão de BEs, facto este evidenciado 




pelo ensaio de efluxo que quando perante uma fonte de nergia, a estirpe efluxou 
activamente o EtBr anteriormente acumulado na ausência desta. Assim, constata-se que 
o funcionamento das BEs em E. coli, está intimamente associado à disponibilidade de 
energia, neste caso proveniente da glucose, e a partir do uso da mesma em 
concentrações iguais, permite uma comparação das estirpes clínicas com a estirpe 
controlo no que diz respeito ao seu efluxo.  
Também se observou diferenças importantes no que diz respeito ao efeito das duas 
fenotiazinas utilizadas, a CPZ e a TZ, o que permit dizer que a sua actividade não se 
pode correlacionar, uma vez que a TZ permite a inibição do efluxo em todas as estirpes, 
enquanto a CPZ não apresenta um efeito tão significativo. Em particular na E. coli 16 o 
efeito do EPI CPZ foi quase nulo embora esta estirp a resente sinais evidentes de 
actividade de efluxo aumentada e a CPZ se tenha evidenciado como o EPI mais activo 
na inibição do efluxo de EtBr para a estirpe de E. coli padrão (Viveiros et al, 2008).  
Esta metodologia permite uma fácil visualização e int rpretação dos resultados tanto 
de acumulação como de efluxo, usando pequenas quantidades de compostos/reagentes e 
permitindo o uso de muitas estirpes em simultâneo, mas no entanto, tem a desvantagem 
de a aquisição do aparelho ser dispendiosa.  
De entre as estirpes testadas pelo método anterior s leccionaram-se as duas estirpes 
que evidenciaram maior actividade de efluxo para virem a ser caracterizadas 
genotipicamente no respeitante à expressão dos seus principais sistemas de efluxo.  
Observou-se assima sobre-expresão significativa do sistema AcrEF, no caso da E. 
coli 16, e dos sistemas AcrAB e EmrB, no caso da E. coli 19. Nesta estirpe é de 
salientar uma sobre-expressão muito elevada do sistema de efluxo AcrAB. Em ambas as 
estirpes ocorre uma concomitante sobre-expressão do regulador marA. Assim, as 
famílias dos genes sobre-expressas são a RND e MFS com particular relevo para a 




família RND. De salientar que, tanto quanto nos é possível conhecer da literatura 
científica, foi pela primeira vez descrito neste trabalho uma estirpe clínica de E.coli 
multirresistente com actividade de efluxo aumentada devido à sobre-expressão do 
sistema AcrEF, um sistema de efluxo considerado menor  de reserva ao sistema 
principal de efluxo em E. coli, o sistema AcrAB.  
Igualmente se poderá inferir destes resultados que o EPI TZ é um inibidor de ambos 
os sistemas de efluxo e que o CPZ tem preferência sobre o sistema AcrAB pois o 
sistema AcrEF aparenta ser imune à actividade desteEPI. 
A sobre-expressão destas bombas permitiu correlacion r a resistência presente nas 
estirpes clínicas, o que conduz à certeza que a multirresistência por BEs é um dos 
mecanismos importantes na resistência a nível clínico. 
Assim sendo, este trabalho permitiu verificar a importância da sobre-expresão dos 
sistemas de efluxo em estirpes clínicas, assim como as metodologias a serem colocadas 
em prática a nível clínico, o que permitirá no futuro, o uso de antibióticos que não sejam 
substratos das bombas sobre-expressas, e ainda o uso de EPIs para a reversão da 
resistência aos antibióticos. 
Uma das razões porque este estudo foi importante, foi pelo facto de as estirpes 
seleccionadas provirem de isolados clínicos de infecçõ s a E. coli, quer sistémico, de 
ponto de partida urinário ou infecção de ferida operatória. Esta bactéria comensal 
mostra uma grande capacidade de adaptação a condições extremas e apresenta por isto, 
um elevado aumento dos padrões de resistência ao long  dos tempos quer a nível 
hospitalar quer comunitário, em detrimento de outras bactérias mais patogénicas. 
Isto leva a concluir, que estamos a lidar cada vez mais com doentes 
imunossuprimidos, sujeitos a IACS, tornando premente o uso de novas moléculas com 




efeitos antimicrobianos, assim como a sua aplicação em estudos in vivo, uma vez que os 
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